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Patenansprtiche 

1. Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden durch Kulti- 
5 vie rung von genetisch veranderten Pflanzen, die im Vergleich 

zum Wildtyp eine veranderte Ketolase-Aktivitat in Blttten- 
bl&ttern aufweisen. 

2. Verf ahr en nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man 
10 Pflanzen verwendet, deren Biatenblatter als Wildtyp bereits 

eine Ketolase-Aktivitat aufweisen und die genetische Ver- 
anderung eine Erhdhung der Ketolase-AktivitMt in Bldten- 
blattern im Vergleich zum Wildtyp bewirkt. 

15 3, Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , dass man 
zur Erhdhung der Ketolase-Aktivitat die Genexpression einer 
Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase, gegentiber dem Wildtyp 
erhoht . 

20 4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass man 
zur Erhdhung der Genexpression Nukleinsauren in die Pf lanze • 
einbringt, die Ketolasen kodieren. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet/ dass man 
25 Pflanzen verwendet, deren Biatenblatter als Wildtyp keine 

Ketolase-Aktivitat aufweisen und die genetische Ver&nderung 
eine Ketolase-Aktivitat in Bliitenblattern im Vergleich zum 
Wildtyp verursacht. 

30 6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 

man genetisch veranderte Pflanzen verwendet , die in Bltiten- 
biattern transgen eine Ketolase exprimieren. 

7* Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, 
35 dass man zur Verursachung der Genexpression Nukleinsauren 

in die Pf lanze einbringt, die Ketolasen kodieren. 

8. Verfahren nach Anspruch 4 oder 7, dadurch gekennzeichnet, 

dass man Nukleinsauren einbringt, die ein Protein kodieren, 

40 enthaltend die AminosSuresequenz SEQ ID NO: 2 oder eine von 

dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion 
von Amino s Suren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat 
von mindestens 20 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
SEQ ID NO: 2 und die enzymatische Eigenschaft einer Ketolase 

45 auf weist . 
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9. Verfahxen nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , dass man 
Nukleinsauren, enthaltend die Sequenz SEQ ID NO: 1 einbringt. 

10. Verfahxen nach Anspruch 4 oder 7 , dadurch gekennzeichnet, 

5 dass man Nukleinsauren einbringt, die ein Protein kodieren, 

enthaltend die Aminosauresequenz SEQ ID NO: 16 oder eine von 
dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion 
von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat 
von mindestens 20 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
10 SEQ ID NO: 16 und die enzymatische Eigenschaft einer Ketolase 

aufweist. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass 
man Nukleinsauren, enthaltend die Sequenz SEQ ID NO: 15 

15 einbringt . 

12. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man genetisch veranderte Pflanzen verwendet, 
die in Bltiten die hochste Expressionsrate einer Ketolase auf- 

20 weisen. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Genexpression der Ketolase unter Kontrolle eines bltiten- 
spezifischen Promotors erfolgt. . . . . 

25 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Pflanzen zusStzlich gegenuber dem Wildtyp 
eine erhdhte Aktivitat mindestens einer der Aktivitaten, aus- 
gewahlt aus der Gruppe Hydroxylase-Aktivit&t und p-Cyclase- 

30 Aktivitat auf weisen. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass man 
zur zusStzlichen Erhdhung mindestens einer der Aktivitaten, 
die Genexpression mindestens einer Nukleins&ure ausgewShlt 

35 aus der Gruppe, Nukleinsauren kodierend eine Hydroxylase und 

Nukleinsauren kodierend eine p-Cyclase gegenuber dem Wildtyp 
erhoht . 

16- Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass man 
40 zur Erhohung der Genexpression mindestens einer der Nuklein- 

sauren, mindestens eine Nukleins&ure ausgewahlt aus der 
Gruppe, Nukleinsauren kodierend eine Hydroxylase und Nuklein- 
sauren kodierend eine (J-Cyclase in die Pflanze einbringt. 



45 17. 



Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass man 
als Nukleins&ure kodierend eine Hydroxylase, Nukleinsauren 
einbringt die eine Hydroxylase kodieren, enthaltend .die 
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Aminosauresequenz SEQ ID NO: 18 oder eine von dieser Sequenz 
durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 20 % 
auf Amino s aur e ebene mit der Sequenz SEQ ID NO: 18 aufweist. 

5 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet , dass 

man Nukleinsaur en , enthaltend die Sequenz SEQ ID NO: 17 ein- 
bringt . 

10 19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass man 
als Nukleinsaure kodierend eine ($-Cyclase, Nukl e ins aur en ein- 
bringt die eine |5-Cyclase kodieren, enthaltend die Amino- 
sauresequenz SEQ ID NO: 20 oder eine von dieser Sequenz durch 
Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abge- 

15 leitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 20 % auf 

Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ ID NO: 20 aufweist. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass 
man Nukleinsaixren, enthaltend die Sequenz SEQ ID NO: 19 ein- 

20 bringt. 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 20, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man genetisch veranderte Pflanzen verwendet, 
die in Blttten die hochste Expressionsrate einer Hydroxylase 

25 und/oder {J-Cyclase aufweisen. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Genexpression der Hydroxylase und/oder P-Cyclase unter 
Kontrolle eines bltitenspezif ischen Promotors erfolgt. 

30 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass di<3 Pflanzen gegenxiber dem Wildtyp zusM.tzlich 
eine reduzierte e-Cyclase-Aktivitat aufweisen. 

35 24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass man 
die Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat in Pflanzen durch 
mindestens eines der nachf olgenden Verfahren erreicht: 

a) Einbringen mindestens einer doppelstrangigen e-Cyclase 
40 Ribonukleinsauresequenz oder. einer deren Expression 

gewahrleistenden Expressionskassette oder Expressions- 
kassetten in Pflanzen, 

b) Einbringen mindestens einer e-Cyclase ant i s ens e -Ribo - 
nukleinsSuresequenzen oder einer deren Expression gewahr- 

45 leistenden Expressionskassette in Pflanzen, 
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c) Einbringen mindestens einer e-Cyclase antisense-Ribo- 
nukleinsauresequenze kombiniert mit einem Ribozym oder 
einer deren Expression gewahrleistenden Expressions - 
kassette oder Expressionskassetten in Pflanzen, 
5 d) Einbringen mindestens einer e-Cyclase sense-Ribonuklein- 

sauresequenzen zur Induktion einer Kosuppression oder 
einer deren Expression gewahrleistenden Expressionskas- 
sette in Pflanzen, 

e) Einbringen mindestens eines DNA-oder Protein-bindenden 

10 Faktors gegen ein e-Cyclase -Gen, -RNA oder -Protein oder 

einer dessen Expression gewahrleistenden Expressions- 
kassette in Pflanzen, 

f ) Einbringen mindestens einer den e-Cyclase RNA-Abbau 
bewirkenden viral en Nukleinsauresequenz oder einer deren 

15 Expression gewahrleistenden Expressionskassette in 

Pflanzen, 

g) Einbringen mindestens eines Konstruktes zur Erzeugung 
einer Insertion, Deletion, Inversion oder Mutation in 
einem e-Cyclase-Gen in Pflanzen. 

20 

25. Verfahren nach Anspruch 24, Ausftihrungsf orm a), dadurch 
. gekennzeichnet , dass man in die Pflanze eine KNA einbringt, 
die einen Bereich mit Doppel-Strang-Struktur aufweist und in 
diesem Bereich eine Nukleinsauresequenz enthSlt, die 



25 



a) mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen e-Cyclase- 
Transkripts identisch ist und/oder 



b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen e-Cyclase- 
30 Promotor-Sequenz identisch ist. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Bereich mit Doppel-Strang-Struktur eine Nukleinsauresequenz 
enthait, die mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen 

35 e-Cyclase-Transkripts identisch ist und das 5 % -Ende oder 

das 3*-Ende der Pflanze eigenen NukleinsSure, kodierend eine 
e-Cyclase enthalt. 

27. Verfahren nach Anspruch 23 bis 26, dadurch gekennzeichnet, 
40 dass man genet isch veranderte Pflanzen verwendet , die in 

Bltiten die geringste Expressionsrate einer e-Cyclase auf- 
weisen. 



28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass 
45 die Transkription der doppelstr&ngigen e-Cyclase Ribonuklein- 

s&uresequenz gemaS Anspruch 24, Ausftihrungsf orm a) und/oder 
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der Antisense-Sequenzen gemaS Anspruch 24, Aus ftihrungs form b) 
unter Kontrolle eines bltitenspezif ischen Promotors erfolgt. 

29. Verfahren nach einem der Ansprttche 5 bis 28, dadurch gekenn- 
5 zeichnet, dass man als Pflanze* eine Pflanze verwendet , die in 

Blutenblattern Chromoplasten aufweist. 

30. Verfahren nach einem der Ansprttche 5 bis 29, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man als Pflanze eine Pflanze, ausgewahlt aus 

10 den Familien Rahunculaceae , Berber idaceae, Papaveraceae , 

Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, Linaceae, Vitaceae,. 
Brassiceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Caryophyllaceae, 
Amaranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprif oliaceae, 
Oleaceae, Tropaeolaceae, Solanaceae, Scrophulariaceae, 
15 Asteraceae, Liliaceae, Amaryllidaceae, Poaceae, Orchidaceae, 

Malvaceae, liliaceae oder Lamiaceae verwendet. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass 
man als Pflanze eine Pflanze, ausgewahlt aus den Pflanzen- 

20 gattungen Marigold, Tagetes erecta, Tagetes patula, Acacia, 

Aconitum, Adonis, Arnica, Aqulegia, Aster, Astragalus, 
Bignonia, Calendula, Caltha, Campanula, Canna, Centaurea, 
Cheiranthus, Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcur- 
bita, Cytisus, Delonia, Delphinium, Dianthus, Dimorphotheca , 
25 Doronicum, Eschscholtzia, Forsythia, Fremontia, Gazania, 

Gelsemium, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, 
Grevillea, Helenium, Helianthus, Hepatica, Heracleum, 
Hisbiscus, Heliopsis, Hypericum, Hypochoeris, Impatiens, 
Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leontodon, 
30 Lilium, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, 

Medicago, Mimulus, Narcissus, Oenothera, Osmanthus, Petunia, 
Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentilla, Pyracantha, Ranun- 
culus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, 
Silphium, Sinapsis, Sorbus, Spartium, Tecoma, Torenia, Trago- 
35 pogon, Trollius, Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, Viola 

oder Zinnia verwendet. 

32. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 31, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man nach dem Kultivieren die genetisch ver- 

40 anderten Pflanzen erntet und anschlieSend die Ketocarotinoide 

aus den Blutenblattern der Pflanzen isoliert. 

33. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 32, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Ketocarotinoide ausgewahlt sind aus der 

45 Gruppe Astaxanthin, Canthaxanthin, Echinenon, 3-Hydroxy- 

echinenon, 3 ' -Hydroxyechinenon, Adonirubin und Adonixanthin . 
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34. Nukleinsaurekonstrukt , enthaltend funktionell verkniipf t einen 
blutenspezifischen Promotor und eine Nukleinsaure codierend 
eine Retolase. 

5 35, Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend funktionell verkniipf t 

einen blutenblattspezif ischen Promotor und eine Nukleinsaure 
codierend eine Ketolase. 

36. Doppelstrangiges KNA-Molekvxl umfassend 

10 

a) einen " sense "-RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribo- 
nukleotidsequenz, die im wesentlichen identisch ist zu 
mindestens einem Teil des ° sense "-RNA-£-Cyclase Trans - 
kriptes , und 

15 

b) einen "antisense"-RNA-Strang, der zu dem RNA-sense-Strang 
unter a) im wesentlichen komplementar ist. 

37. Doppelstrangiges RNA-MolekQl umfassend 

20 

a) einen " sense" -RNA-S trang umfassend mindestens eine Ribo- 
nukleotidsequenz, die im wesentlichen identisch ist zu 
mindestens einem Teil des " sense " -RMA-Transkriptes des 
Promotorbereichs eines e-Cyclase-Gens , und 

25 

b) einen "antisense^-RNA-Strang, der zu dem 

RNA- • sense " —Strang unter a) im wesentlichen komplementar 
ist. 

30 38. Doppelstrangiges RNA-Molekiil nach Anspruch 36, wobei die 

aus dem e-Cyclase-Transkript ableitbare cDNA-Sequenz durch 
SEQ ID NO: 38 beschrieben ist. 

39. Doppelstrangiges RNA-Molekttl nach Anspruch 37, wobei die 
35 NukleinsSuresequenz des Promotorbereichs des e-Cyclase-Gens 

durch SEQ ID NO: 47 beschrieben ist. 

40. Doppelstrangiges RNA-Mol ekdl nach einem der Ansprtiche 38 
bis 40, wobei " sense" -RNA-Strang und "antisense"-RNA-Strang 

40 kovalent in Form eines invert ierten Repeats miteinander ver- 

bunden sind. 



45 



41. 



Transgene Expressionskassette enthaltend in funktioneller 
Verknttpfung mit- einem in pflanz lichen Organismen funktio- 
nellen Promotor eine Nukleinsauresequenz transkripierend ein 
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doppelstrangiges KNA-Molekul gemafi einem der Ansprtiche 36 bis 
40. 

42. Trans gene Expressionskassette nach Anspruch 41, wobei der 
5 Promotor ein bltitenspezif ischer Promotor ist. 

43. Genetisch veranderte Pflanze, wobei die genetische Ver- 
anderung die Aktivitat einer Ketolase in Bltitenblattern, 

10 A fur den Fall, dass die Wildtyppf lanze bereits eine Keto- 

lase-Aktivitat in Bltitenblattern aufweist, gegentiber dem 
Wildtyp erhoht und 

B ftir den Fall, dass die Wildtyppf lanze keine Ketolase- 
15 Aktivitat in Bltttenbiattern aufweist, gegentiber dem Wild- 

typ verursacht. 

44. Genetisch versbiderte Pf lanze nach Anspruch 43, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Erhohung oder Verursachung der 

20 Ketolase-Aktivitat durch eine Erhohung oder Verursachung 

der Genexpression einer Nukleinsaure codierend eine Ketolase 
gegentiber dem Wildtyp bewirkt wird. 

45. Genetisch veranderte Pf lanze nach Anspruch 44, dadurch 

25 gekennzeichnet, dass man zur Erh6hung oder Verursachung der 

Genexpression Nukleinsauren in die Pf lanze einbringt, die 
Ketolasen kodieren. 



Genetisch verSnderte Pf lanze, die in den Bltitenblattern 
Chromoplasten aufweist, dadurch gekennzeichnet, dass die 
genetisch veranderte Pflanze mindestens eine transgene 
Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase enthalt. 

Genetisch veranderte Pflanze nach einem der Ansprache 43 bis 

46, dadurch gekennzeichnet, dass die genetische VerSnderung 
zusatzlich mindestens eine der Aktivitaten, ausgew^hlt aus 
der Gruppe Hydroxlase-Aktivitat und p-Cyclase-Aktivitat 
gegentiber einer Wildtyppf lanze erhoht. 

40 48. Genetisch veranderte Pflanze nach einem der Ansprtiche 43 bis 

47, dadurch gekennzeichnet, dass die genetische Veranderung 
zusatzlich die e-Cyclase-Aktivitat gegentiber einer Wildtyp- 
pf lanze reduziert. 

45 49. Genetisch veralnderte Pflanze nach einem der Ansprtiche 43 

bis 48, dadurch gekennzeichnet, dass die Pflanze ausgewShlt 
ist aus den Pf lanzenf amilien Ranunculaceae, Berberidaceae , 
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Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, Linaceae, 
Vitaceae, Brassiceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Caryophyl- 
laceae, Amaranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprifolia- 
ceae, Oleaceae, Tropaeolaceae , Solanaceae, Scrophulariaceae, 
5 Asteraceae, Liliaceae, Amaryllidaceae, Poaceae / Orchidaceae, 

Malvaceae, Illiaceae oder Lamiaceae. 

50. Genetisch veranderte Pflanze nach Anspruch 49, ausgewahlt 
aus der Gruppe der Pf lanzengattungen Marigold, Tagetes 

10 erecta, Tagetes patula, Lycopersicon, Rosa, Calendula, 

Physalis, Medicago, Helianthus, Chrysanthemum, Aster, Tulipa, 
Narcissus, Petunia, Geranium, oder Tropaeolum oder Adonis. 

51. Genetisch veranderte Pflanze nach einem der Ansprtiche 43 

15 bis 50, dadurch gekennzeichnet , dass die Ketolase in Bltiten- 

blattern exprimiert wird. 

52. Genetisch veranderte Pflanze nach einem der Anspruche 43 bis 
51, dadurch gekennzeichnet, dass die Expressionsrate einer 

20 Ketolase in Bltitenblattern am hochsten ist. 

53 . Verwendung der genetisch veranderten Pf lanzen nach einem der 
Ansprtiche 43 bis 52 als Zierpf lanzen oder als Futter- und 
Nahrungsmittel . 

25 

54. Verwendung der Bltitenblatter der genetisch veranderten 

Pf lanzen nach einem der Ansprtiche .43 bis 52 zur Herstellung 
von Ketocarotinoid-haltigen Extrakten oder zur Herstellung 
von Futter- und Nahrungserganzungsmittel . 

30 

55. Verfahren zur Herstellung von genetisch veranderten Pf lanzen 
gemaS Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, dass man ein 
Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend funktionell verkniipft einen 
bliitenspezif ischen Promotor und Nukleinsauren kodierend eine 

35 Ketolase in das Genom der Ausgangspf lanze einftlhrt. 



40 
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Verf ahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden in Bltitenbl&ttern 
von Pflanzen 

5 Beschreibung 

Die vorliegende Erf indung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
von Ketocarotinoiden durch Kultivierung von Pflanzen, die im Ver- 
gleich zum Wildtyp eine veranderte Ketolase-Aktivit&t in Bluten- 
10 blattern aufweisen, die genetisch veranderten Pflanzen, sowie 
deren Verwendung als Nahrungs- und Futtermittel und zur Her- 
stellung von Ketocarotinoidextrakten. 

Carotinoide werden de novo in Bakterien, Algen, Pilzen -und 
15 Pflanzen synthetisiert . Ketocarotinoide, also Carotinoide, 

die mindestens eine Keto-Gruppe enthalten, wie beispielsweise 
As t axanthin , Canthaxanthin , Echinenon , 3 -Hydroxy echinenon , 
3 ' -Hydroxyechinenon , Adonirubin und Adonixanthin sind nattir- 
liche Antioxidant ien und Pigmente, die von einigen Algen und 
20 Mikroorganismen als Sekund&rmetabolite produziert werden, 

Aufgrund ihrer farbgebenden Eigenschaf ten werden die Ketocaroti- 
noide und insbesondere Astaxanthin als Pigment ierhi If sstof f e in 
der Tierernahrung, insbesondere in der Forellen-, Lachs- und 
25 Shrimps zucht verwendet. 

Die Herstellung von Astaxanthin erfolgt heutzutage grdfitenteils 
durch chemische Syn thes ever f ahren. Nattirliche Ketocarotinoide, 
wie beispielsweise nattirliches Astaxanthin, werden heutzutage in 
30 biotechnologischen Verfahren in kleinen Mengen durch Kultivierung 
yon Algen, beispielsweise Haematococcus pluvialis Oder durch . 
Fermentation von gentechnologisch optimierten Mikroorganismen 
und anschliefeender Isolierung gewonnen. 

35 Ein wirtschaftliches biotechnologisches Verfahren zur Herstellung 
von nattirlichen Ketocarotinoiden ist daher von groSer Bedeutung. 

Aus WO 00/32788 ist es bekannt, durch kombinierte liberexpression 
von Carotinoid-Biosynthesegenen und Antisense-Verf ahren bestimmte 
40 Carotinoidverhaltnisse in Tagetespetalen zu beeinf lussen. 

WO 98/18910 beschreibt die Synthese von Ketocarotinoiden in 
Nektarien von Tabakbltiten durch Einbringen eines Ketolase-Gens 
in Tabak. 
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WO 01/20011 beschreibt ein DNA Konstrukt zur Produktion von 
Ketocarotinoiden, insbesondere Astaxanthin, in Samen von Olsaat- 
pflanzen wie Raps, Sonnenblume, Sojabohne und Senf unter 
Verwendung eines Samen-spezif ischen Promotors und einer Ketolase 
5 aus Haematococcus . 

Die in WO 98/18910 und WO 01/20011 offenbarten Verfahren liefern 
zwar genetisch veranderte Pflanzen, die in spezif ischen Geweben 
einen Gebalt an Ketocarotinoiden aufweisen, weisen jedoch den 
10 Nachteil auf , das die Hohe des Gehalts an Ketocarotinoiden und 
die Reinheit, insbesondere an Astaxanthin noch nicht zufrieden- 
stellend ist. 

Der Erf indung lag daher die Aufgabe zugrunde, ein alternatives 
15 Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden durch Kultiviemng 
von Pflanzen zur Verfugung zu stellen, bzw. weitere transgene 
Pflanzen, die Ketocarotinoide herstellen, zur Verfttgung zu stel- 
len, die optimierte Eigenschaf ten, wie beispielsweise einen hohe- 
ren Gehalt an Ketocarotinoiden aufweisen und den geschilderten 
20 Nachteil des Standes der Technik nicht aufweisen, 

Demgemafi wurde ein Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden 
gefunden, indem man genetisch veranderte Pflanzen kultiviert, die 
im Vergleich zum Wildtyp eine veranderte Ketolase-Aktivitat in 
25 Bliitenblattern aufweisen. 

Bis auf wenige Ausnahmen abgesehen, wie beispielsweise das Ado- 
nisroschen, enthalten Pflanzen und insbesondere die Blutenblat- 
ter, die auch Petalen genannt werden, zwar Carotinoide, aber 
30 keine Ketocarotinoide. In der Regel weisen daher die Bltttenblat- 
ter von Wildtyppf lanzen keine Ketolase-Aktivitat auf. 

In einer Aus fiihrungs form des erf indungsgema£en Verfahrens werden 
daher a^s Ausgangspf lanzen Pflanzen verwendet, die bereits als 
35 Wildtyp in Bltttenbiattern eine Ketolaseaktivitat aufweisen, wie 
beispielsweise das Adonisroschen. In dieser Aus fiihrungs form be- 
wirkt die genetische Veranderung eine Erhohung der Ketolase- 
Aktivitat in Bltitenblattern. 

40 Unter Ketolase-Aktivitat wird die Enzymaktivitat einer Ketolase 
verstanden. 

Unter einer Ketolase wird ein Protein verstanden, das die enzyma- 
tische Aktivitat aufweist, am, gegebenenf alls substituierten, 
45 (5-Ionon-Ring von Carotinoiden eine Keto-Gruppe einzuf lihren . 
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Insbesondere wird unter einer Ketolase ein Protein verstanden, 
das die enzymatische AktivitaLt aufweist, p-Carotin in Canthaxant- 
hin umzuwandeln . 

5 Dementsprechend wird unter Ketolase-Aktivitat die in einer be- 
stimmten Zeit durch das Protein Ketolase umgesetzte Menge P-Caro- 
tin bzw. gebildete Menge Canthaxanthin verstanden. 

Bei einer erhdhten Ketolase-Aktivitat gegenOber dem Wildtyp wird 
10 somit im Vergleich zum Wildtyp in einer bestimmten Zeit durch das 
Protein Ketolase die umgesetzte Menge p-Carotin bzw. die gebildete 
Menge Canthaxanthin erhoht. 

Vorzugsweise betragt diese Erhohung der Ketolase-Aktivitat minde- 
15 stens 5 %, weiter bevorzugt mindestens 20 %, weiter bevorzugt 
mindestens 50 %, weiter bevorzugt mindestens 100 %, bevorzugter 
mindestens 300 %, noch bevorzugter mindestens 500 %, insbesondere 
mindestens 600 % der Ketolase-Aktivitat des Wildtyps. 

20 Unter dem Begriff "Wildtyp" wird erf indungsgemaS die ent- 

sprechende nicht genetisch ver&nderte Ausgangspf lanze verstanden. 

Je nach Zusaramenhang kann unter dem Begriff "Pflanze" die Aus- 
gangspf lanze (Wildtyp) oder eine erf indungsgemSSe , genetisch ver- 
25 anderte Pf lanze oder beides verstanden werden. 

Vorzugsweise und insbesondere in Fallen, in denen die Pf lanze 
oder der Wildtyp nicht eindeutig zugeordnet werden kann , wird 
unter "Wildtyp" ftir die Erhdhung oder Verursachung der Ketolase- 
30 Aktivitat,. ftir die. nachstehend beschriebene Erhohung der Hydroxy- 
lase-Aktivitat , ftir die nachstehend beschriebene Erhohung der 
P-Cyclase-Aktivitat, und ftir die nachstehend beschriebene Reduzie- 
rung der e-Cyclase-Aktivitat und die Erhohung des Gehalts an Keto- 
carotinoiden jeweils eine Referenzpf lanze verstanden. 



35 



Diese Referenzpf lanze ist ftir Pflanzen, die bereits als Wildtyp 
eine Ketolase-Aktivitat in Bltitenblatter aufweisen vorzugsweise 
Adonis aestivalis, Adonis flammeus oder Adonis annuus, besonders 
bevorzugt Adonis aestivalis. 
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Diese Referenzpf lanze ist ftir Pflanzen, die als Wildtyp keine Ke- 
tolase-Aktivitat in Bltitenblatter aufweisen, vorzugsweise Tagetes 
erecta, Tagetes patula, Tagetes lucida, Tagetes pringlei, Tagetes 
palmeri, Tagetes minuta oder Tagetes campanulata , besonders 
45 bevorzugt Tagetes erecta. 
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Die Bestimmung der Ketolase-Aktivitat in erf indungsgemafien gene- 
tisch veranderten Pflanzen und in Wildtyp- bzw. Ref erenzpf lanzen 
erfolgt vorzugsweise unter folgenden Bedingungen: 

5 Die Bestimmung der Ketolase-Aktivitat in Pf lanzenmaterial erfolgt 
in Anlehnung an die Methode von Frazer et al., (J. Biol, Cheat. 
272(10): 6128-6135, 1997), Die Ketolase-Aktivitat in pflanzlichen 
Extrakten wird mit den Substraten beta-Carotin und Canthaxanthin 
in Gegenwart von Lipid ( Soj alec i thin) und Detergens (Natriumcho- 
10 lat) bestimmt. Substrat/Produkt-Verhaltnisse aus den Ketolase- 
Assays werden mittels HPLC ermittelt. 

Die Erhohung der Ketolase-Aktivitat kann durch verschiedene Wege 
erfolgen, beispielsweise durch Ausschalten von hemmenden Re- 
15 gulationsmechanismen . auf Translations- -und Proteinebene oder 
durch Erhohung der Genexpression einer Nukleinsaure codierend 
eine Ketolase gegentiber dem Wildtyp, beispielsweise durch Indu- 
zierung des Ketolase-Gens durch Aktivatoren oder durch Einbringen 
von Nukleinsauren kodierend eine Ketolase in die Pflanze. 

20 

Unter ErhShung der Genexpression einer Nukleinsaure kodierend 
eine Ketolase wird erf indungsgemafi in dieser Ausfiihrungsf orm auch 
die Manipulation der Expression der Pflanzen eigenen endogenen 
Ketolasen verstanden. Dies kann beispielsweise durch Veranderung 
25 der Promotor DNA-Sequenz fur Ketolase kodierende Gene erreicht 
werden. Eine solche VerSnderung, die eine ver&nderte oder 
vorzugsweise erhohte Expressionsrate mindestens eines endogenen 
Ketolase Gens zur Folge hat, kann durch Deletion oder Insertion 
von DNA Sequenzen erfolgen. 

30 

Es ist wie vorstehend beschrieben mSglich, die Expression min- 
destens einer endogenen Ketolase durch die Applikation exogener 
Stimuli zu verandern. Dies kann durch besondere physiologische 
Bedingungen, also durch die Applikation von Fremdsubstanzen 
35 erfolgen. 

Des weiteren kann eine erhohte Expression mindestens eines endo- 
genen Ketolase-Gens dadurch erzielt werden, dass ein in der Wild- 
typpflanze nicht vorkommendes oder modif iziertes Regulator- 
40 protein mit dem Promotor dieser Gene in Wechselwirkung tritt. 

Solch ein Regulator kann ein chim&res Protein darstellen, welches 
aus einer DNA-Bindedomane und einer Transkriptionsaktivator- 
Domane besteht, wie beispielsweise in WO 96/06166 beschrieben. 
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In einer bevorzugten Aus fiihrungs form erfolgt die Erhohung der Ke- 
tolase-Aktivitat gegenuber dem Wildtyp durch die Erhohung der Ge- 
nexpression einer Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase, 

5. In einer weiter bevorzugten Aus f aihrungs form erfolgt die Erhohung 
der Genexpression einer Nukleinsaure kodierend eine Ketolase 
durch Einbringen von Nukleinsauren, die Ketolasen kodieren, in 
die Pflanze. 

10 In den erf indungsgemaSen transgenen Pflanzen liegt also in dieser 
Aus fiihrungs form gegeniiber dem Wildtyp mindestens ein weiteres Ke- 
tolase-Gen vor. In dieser Aus fiihrungs form weist die erfindungs- 
gemaSe genetisch veranderte Pflanze dement sprechend mindestens 
eine exogene (=heterologe) Nukleinsaure , kodierend eine Ketolase, 

15 auf oder mindestens zwei endogene Nukleinsauren, codierend eine 
Ketolase' # auf 

In einer anderen, bevorzugten Aus fiihrungs form des erfindungs- 
gemafien Verfahrens werden als Ausgangspf lanzen Pflanzen 
20 verwendet, die als Wildtyp in Bliitenblattem keine Ketolaseakti- 
vitat aufweisen, wie beispielsweise Tomate, Marigold, Tagetes 
erecta, Tagetes lucida, Tagetes minuta, Tagetes pringlei, Tagetes 
palmer i und Tagetes campanulata . 

25 In dieser, bevorzugten Ausfiihrungsf orm verursacht die genet ische 
Veranderung die Ketolase-Aktivitat in Bliitenblattem. Die 
erfindungsgemalSe genetisch veranderte Pflanze weist somit in die- 
ser, bevorzugten Aus fiihrungs form im Vergleich zum genetisch nicht 
vereinderten Wildtyp eine Ketolase-Aktivitat in Bliitenblattem auf 

30 und ist somit vorzugsweise in der Lage, in Bliitenblattem trans- 
gen eine Ketolase zu exprimieren. 

In dieser bevorzugten Aus fiihrungs form erfolgt die Verursachung 
der Genexpression einer Nukleinsaure kodierend eine Ketolase ana- 
35 log zu der vorstehend beschriebenen Erhdhung der Genexpression 
einer Nukleinsaure codierend eine Ketolase vorzugsweise durch 
Einbringen von Nukleinsauren, die Ketolasen kodieren in die Aus- 
gangspf lanze . 

40 Dazu kann in beiden Aus fiihrungs formen prinzipiell jedes Ketolase- 
Gen, also jede Nukleinsauren die eine Ketolase codiert verwendet 



werden . 



Alle in der Beschreibung erwahnten Nukleinsauren konnen 
45 beispielsweise eine RNA-, DMA- oder cDNA-Seguenz sein. 
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Bei genomischen Ketolase-Sequenzen aus eukaryontischen Quell en, 
die Introns enthalten, sind fur den Fall das die Wirtspflanze 
nicht in der Lage ist oder nicht in die Lage versetzt werden 
kann, die entsprechenden Ketolase zu exprimieren, bevorzugt be- 
5 reits prozessierte Nukleinsauresequenzen, wie die entsprechenden 
cDNAs zu verwenden. 

Beispiele fur Nukleinsauren, kodierend eine Ketolase und die 
entsprechenden Ketolasen, die im erf indungsgemaSen Verfahren 
10 verwendet werden konnen sind beispielsweise Sequenzen aus 

Haematoccus pluvialis, insbesondere aus Haematoccus pluvialis 
Flotow em. Wille (Accession NO: X86782; Nukleinsaure: 
SEQ ID NO: 1, Protein SEQ ID NO: 2), 

15 

Haematoccus pluvialis, NIES-144 (Accession NO: D45881; Nuk- 
leinsaure: SEQ ID NO: 3, Protein SEQ ID NO: 4), 

Agrobacterium aurantiacum (Accession NO: D58420; Nukleinsaure: 
20 SEQ ID NO: 5, Protein SEQ ID NO: 6), 

Alicaligenes spec. (Accession NO: D58422; Nukleinsaure: 
SEQ ID NO: 7, Protein SEQ ID NO: 8), 

25 Paracoccus marcusii (Accession NO: Y15112; Nukleinsaure: 
SEQ ID NO: 9, Protein SEQ ID NO: 10) . 

Synechocystis sp. Strain PC6803 (Accession NO: NP442491; Nuk- 
leinsaure: SEQ ID NO: 11, Protein SEQ ID NO: 12) . 

30 

Bradyrhizobium sp. (Accession NO: AF218415; Nukleinsaure: 
SEQ ID NO: 13, Protein SEQ ID NO: 14). 

Nostoc sp. Strain PCC7120 (Accession NO: AP003592, BAB74888; 
35 Nukleinsaure: SEQ ID NO: 15, Protein SEQ ID NO: 16). 

Weitere natiirliche Beispiele fiir Ketolasen und Ketolase-Gene, 
die im erf indungsgemaSen Verfahren verwendet werden konnen, 
lassen sich beispielsweise aus verschiedenen Organismen, deren 
40 genomische Sequenz bekannt ist, durch Identitatsvergleiche der 
Aminosauresequenzen oder der entsprechenden rticktibersetzten 
Nukleinsauresequenzen aus Datenbanken mit den vorstehend 
beschriebenen Sequenzen und insbesondere mit den Sequenzen 
SEQ ID NO: 2 und/ oder 16 leicht auffinden. 

45 
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Wei t ere natftrliche Beispiele fur Ketolasen und Ketolase-Gene 
lassen sich weiterhin ausgehend von den vorstehend beschriebenen 
Nukleinsauresequenzen, insbesondere ausgehend von den Sequenzen 
SEQ ID NO: 2 und/oder 16 aus verschiedenen Organismen, deren 
5 genomische Sequenz nicht bekannt ist, durch Hybridisierungs- 
techniken in an sich bekannter Weise leicht auffinden. 

Die Hybridisierung kann unter moderaten (geringe Stringenz) oder 
vorzugsweise unter stringenten (hohe Stringenz) Bedingungen er- 
10 folgen. 

Solche Hybridisierungsbedingungen sind beispielsweise bei 
Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T., in: Molecular Cloning 
(A Laboratory Manual) , 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory 
15 Press, 1989, Seiten 9.31-9.57 oder in Current Protocols in Mol- 
ecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6 be- 
schrieben. 

Beispielhaft konnen die Bedingungen wahrend des Waschschrittes 
20 ausgewahlt sein aus dem Bereich von Bedingungen begrenzt von sol- 
chen mit geringer Stringenz (mit 2X SSC bei 50°C) und solchen mit 
hoher Stringenz (mit 0.2X SSC bei 50°C, bevorzugt bei 65°C) (20X 
SSC: 0,3 M Natriumcitrat, 3 M Natriumchlorid, pH 7.0) . 

25 Dartlberhinaus kann die Temperatur wahrend des Waschschrittes von 
moderaten Bedingungen bei Raumtemper atur , 22°C, bis zu stringenten 
Bedingungen bei 65 °C angehoben werden. 

Beide Parameter, Salzkonzentration und Temperatur, konnen gleich- 
30 zeitig variiert werden, auch kann einer der beiden Parameter kon- 
stant gehalten und nur der andere variiert werden. WShrend der 
Hybridisierung konnen auch denaturierende Agenzien wie zum Bei- 
spiel Formamid oder SDS eingesetzt werden. In Gegenwart von 50 % 
Formamid wird die Hybridisierung bevorzugt bei 42°C ausgefuhrt. 

35 

Einige beispielhaf te Bedingungen flLr Hybridisierung und Wasch- 
schritt sind infolge gegeben: 

(1) Hybridiserungsbedingungen mit zum Beispiel 



40 



(i) 



4X SSC bei 65 °C, oder 



(ii) 



6X SSC bei 45°C, oder 



45 (iii) 6X SSC bei 68°C, 100 mg/ml denaturierter Fischsperma- 

DSNA, oder 
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(iv) 6X SSC, 0.5 % SDS, 100 mg/ml denaturierte, frag- 
mentierte Lachssperma-DNA bei 68°C / oder 

(v) 6XSSC, 0.5 % SDS, 100 mg/ml denaturierte, fragmentierte 
5 Lachssperma-DNA, 50 % Formamid bei 42°C, oder 

(vi) 50 % Formamid, 4X SSC bei 42 °C, oder 

(vii) 50 % (vol/vol) Formamid, 0.1 % Rinderserumalbumin, 

10 0.1 % Ficoll, 0.1 % Polyvinylpyrrolidon, 50 mM Natrium- 

s phosphatpuf fer pH 6.5, 750 mM NaCl, 75 mM Natriumcitrat 
bei 42 °C, oder 



15 



(viii) 2X oder 4X SSC bei 50°C (moderate Bedingungen) , oder 

(ix) 30 bis 40 % Formamid, 2X oder 4X SSC bei 42° (moderate 
Bedingungen) . 

(2) Waschschritte fiir jeweils 10 Minuten mit zum Beispiel 

20 

(i) 0.015 M NaCl/0.0015 M Natriumcitrat/0 . 1 % SDS bei 50°C, 
oder 



25 



(ii) 0.1X SSC bei 65°C, oder 

(iii) 0.1X SSC, 0.5 % SDS bei 68°C, oder 

(iv) 0.1X SSC, 0.5 % SDS, 50 % Formamid bei 42°C, oder 
30 (v) 0.2X SSC, 0.1 % SDS bei 42°C, oder 

(vi) 2X SSC bei 65°C (moderate Bedingungen) . 

In einer bevorzugten Ausftihrungsf orm der erf indungsgemafien Ver- 
35 fahren bringt man Nukleinsauren ein, die ein Protein kodieren, 
enthaltend die Aminosauresequenz SEQ ID NO: 2 oder eine von 
dieser Seguenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von 
Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von minde- 
stens 20 %, vorzugsweise mindestens 30 %, bevorzugter mindestens 
40 40 %, bevorzugter mindestens 50 %, bevorzugter mindestens 60 %, 
bevorzugter mindestens 70 %, bevorzugter mindestens 80 %, be- 
sonders bevorzugt mindestens 90 % auf Aminosaureebene mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 2 und die enzymatische Eigenschaft einer Keto- 
lase aufweist. 

45 

Dabei kann es sich um eine nattirliche Ketolase-Sequenz handeln, 
die wie vorstehend beschrieben durch Identitatsvergleich. der 
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Sequenzen aus anderen Organismen gefunden werden kann oder um 
eine kunstliche Ketolase-Sequenz die ausgehend von der Sequenz 
SEQ ID NO: 2 durch kunstliche Variation, beispielsweise durch 
Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgewandelt 
5 wurde. 

In einer weiteren, bevorzugten Aus fiihrungs form der erfindungs- 
gemafien Verf ahren bringt man Nukleinsauren ein die ein Protein 
kodieren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ ID NO: 16 oder 

10 eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Dele- 
tion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von 
mindestens 20 %, vorzugsweise mindestens 30 %, bevorzugter minde- 
stens 40 %, bevorzugter mindestens 50 %, bevorzugter mindestens 
60 %, bevorzugter mindestens 70 %, bevorzugter mindestens 80 %, 

15 besonders bevorzugt mindestens 90 % auf Aminosaureebene mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 16 und die enzymatische Eigenschaft einer Ke- 
tolase aufweist. 

Dabei kann es sich um eine natiirliche Ketolase-Sequenz handeln, 
20 die, wie vorstehend beschrieben, durch Identitatsvergleich der 
Sequenzen aus anderen Organismen gefunden werden kann oder um 
eine kiinstliche Ketolase-Sequenz die ausgehend von der Sequenz 
SEQ ID NO: 16 durch kOnstliche Variation, beispielsweise durch 
Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgewandelt 
25 wurde. 

Unter dem Begriff "Substitution" ist in der Beschreibung der Aus- 
tausch einer oder mehrerer Aminosauren durch eine oder mehrere 
Aminosauren zu verstehen. Bevorzugt werden sog. konservative 
30 Austausche durchgeftihrt, bei denen die ersetzte Aminosaure eine 
ahnliche Eigenschaft hat wie die ursprungliche Aminosaure, 
beispielsweise Austausch von Glu durch Asp, Gin durch Asn, 
Val durch lie, Leu durch lie, Ser durch Thr. 

35 Deletion ist das Ersetzen einer Aminosaure durch eine direkte 
Bindung. Bevorzugte Positionen fur Deletionen sind die Termini 
des Polypeptides und die Verkntlpfungen zwischen den einzelnen 
ProteindomMnen . 

40 Insertionen sind Einfugungen von Aminosauren in die Polypeptid- 
kette, wobei formal eine direkte Bindung durch ein oder mehrere 
Aminosauren ersetzt wird. 

Unter Identitat zwischen zwei Proteinen wird die Identitat der 
45 Aminosauren tiber die jeweils gesamte Proteiniange verstanden, 
insbesondere die Identitat die durch Vergleich mit Hilf e der 
Lasergene Software der Firma DNASTAR, inc. Madison, Wisconsin 
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(USA) unter Anwendung der Clustal Methode (Higgins DG, Sharp PM. 
Fast and sensitive multiple sequence alignments on a micro- 
computer. Comput Appl.- Biosci. 1989 Apr ; 5 (2) : 151-1) unter 
Einstellung folgender Parameter berechnet wird: 

Multiple alignment parameter: 



Gap penalty 10 

Gap length penalty 10 
Pairwise alignment parameter: 

10 K-tuple 1 

Gap penalty 3 

Window 5 

Diagonals saved 5 



15 Unter einem Protein, das eine Identitat -von mindestens 20 % 
auf Aminos aureebene mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder 16 auf- 
weist, wird dementsprechend ein Protein verstanden, das bei einem 
Vergleich seiner Sequenz mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder 16, 
insbesondere nach obigen Programmlogarithmus mit obigem Para- 

20 metersatz eine Identitat von mindestens 20 % aufweist. 

Geeignete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch Rtick- 
tibersetzung der Polypeptidsequenz gemafi dem genetischen Code 
erhaltlich. 

25 

Bevorzugt werden da fur solche Codons verwendet, die entsprechend 
der pflanzspezifischen codon usage haufig verwendet werden. Die 
codon usage lSsst sich anhand von Computerauswertungen anderer, 
bekannter Gene der betreffenden Organ i smen leicht exroitteln. 

30 

In einer besonders bevorzugt en Ausftihrungsform bringt man eine 
Nukleinsaure, enthaltend die Sequenz SEQ ID NO: 1 in die Pflanze 
ein. 

35 In einer weiteren, besonders bevorzugten Ausftthrungsf orm bringt 
man eine Nukleinsaure, enthaltend die Sequenz SEQ ID NO: 15 in 
die Pflanze ein. 

Alle vorstehend erwahnten Ketolase-Gene sind weiterhin in an sich 
40 bekannter Weise durch chemische Synthese aus den Nukleotidbau- 
steinen wie beispielsweise durch Fragment kondensat ion einzelner 
tiberlappender , komplementarer Nukleinsaurebausteine der Doppelhe- 
lix herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann 
beispielsweise, in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode 
45 (Voet, Voet, 2. Auflage, Wiley Press New York, S. 896-897) erfol- 
gen. Die Anlagerung synthetischer Oligonukleotide und Auffiillen 
von Lttcken mithilfe des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase und 
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Ligationsreaktionen sowie allgemeine Kl oni erungs ver f ahr en werden 
in Sambrook et al. (1989), Molecular cloning: A laboratory 
manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben. 

5 In einer besonderes bevorzugten Ausftihrungsf orm der erfindungs- 
gemaSen Verfahrens verwendet man genetisch veranderte Pflanzen, 
die in Bltiten die hochste Express ionsrate einer Ketolase auf- 
weisen. 

10 Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht, das die Genexpression 
der Ketolase unter Kontrolle eines blutenspezif ischen Promotors 
erfolgt. Beispielsweise werden dazu die vorstehend bes chr i ebenen 
Nukleinsauren, wie nachstehend ausfuhrlich beschrieben, in einem 
Nukleinsaurekonstrukt, funktionell verknupft mit einem bliitenspe- 

15 zif ischen Promotor in die Pflanze eingebracht. 

Unter Pf lanzen werden erf indungsgemafi vorzugsweise Pflanzen 
verstanden, die als Wildtyp in Bliitenbiattern Chromoplasten auf- 
weisen. Weiter bevorzugte Pflanzen weisen als Wildtyp in den Blti- 
20 tenbiattern zusatzlich Carotinoide, insbesondere P-Carotin, Zea- 
xanthin, Neoxanthin, Violaxanthin oder Lutein auf. Weiter bevor- 
zugte Pflanzen weisen als Wildtyp in den Blutenblattern zusatz- 
lich eine Hydroxylase-Aktivitat auf, 

25 Unter Hydroxylase -Aktivitat wird die Enzymaktivitat einer Hydro- 
xylase verstanden. 

Unter einer Hydroxylase wird ein Protein verstanden, das die en- 
zymatische Aktivitat aufweist, am, gegebenenfalls subs tituier ten, 
30 p-Ionon-Ring von Carotinoiden eine Hydroxy-Gruppe einzufiihren. 

Insbesondere wird unter einer Hydroxylase ein Protein verstanden, 
das die enzymatische Aktivitat aufweist, p-Carotin in Zeaxanthin 
oder Cantaxanthin in Astaxanthin umzuwandeln . 

35 

Dementsprechend wird unter Hydroxylase-Aktivitat die in einer be- 
stimmten Zeit durch das Protein Hydroxylase umgesetzte Menge p-Ca 
rotin oder Cantaxanthin bzw. gebildete Menge Zeaxanthin oder 
Astaxanthin verstanden. 

40 

Besonders bevorzugte Pflanzen sind Pflanzen ausgewahlt aus den 
Familien Ranunculaceae, Berber idaceae, Papaveraceae , Cannabaceae, 
Rosaceae, Fabaceae, Linaceae, Vitaceae, Brassicaceae, Cucurbita- 
ceae , Pr imulaceae , Caryophyllaceae , Amaranthaceae , Gentianaceae , 
45 Geraniaceae, Capri foliaceae, Oleaceae, Tropaeolaceae, Solanaceae, 
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Scrophulariaceae, Asteraceae, Liliaceae, Amaryllidaceae, Poaceae, 
Orchidaceae, Malvaceae, Illiaceae oder Lamiaceae. 

Ganz besonders bevorzugte Pflanzen sind ausgewahlt aus der Gruppe 
5 der Pflanzengattungen Marigold, Tagetes errecta, Tagetes patula, 
Acacia, Aconitum, Adonis, Arnica, Aquilegia, Aster, Astragalus, 
Bignonia, Calendula, Caltha, Campanula, Canna, Centaurea, Chei- 
ranthus, Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbita, Cyti- 
sus, Delonia, Delphinium, Dianthus, Dimorphotheca, Doronicum, 

10 Eschscholtzia, Forsythia, Fremontia, Gazania, Gelsemium, Genista, 
Gentiana, Geranium, Gerhera, Geum, Grevillea, Helenium, Heliant- 
hus, Hepatica, Heracleum, Hisbiscus, Heliopsis, Hypericum, Hypo- 
choeris, Impatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrus, 
Leontodon, Lilium, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, .Mara- 

15 tia, Medicago, Mimulus, Narcissus, Oenothera, Osmanthus, Petunia, 
Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentilla, Pyracantha, Ranunculus, 
Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Silphium, Sinap- 
sis, Sorbus, Spartium, Tecoma, Torenia, Tragopogon, Trollius, 
Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, Viola oder Zinnia, besonders 

20 bevorzugt ausgewah.lt aus der Gruppe der Pf lanzengattungen Mari- 
gold, Tagetes erecta, Tagetes patula, Lycopersicon, Rosa, Calen- 
dula, Physalis, Medicago, Helianthus, Chrysanthemum, Aster, Tu- 
lipa, Narcissus, Petunia, Geranium, Tropaeolum oder Adonis. 

25 In einer bevorzugten Aus fuhrungs form werden Pflanzen kultiviert, 
die gegeniiber dem Wildtyp zusatzlich eine erhohte Hydroxylase- 
Aktivitat und/oder p-Cyclase-Aktivitat aufweisen. 

Unter Hydroxylase-Aktivitat die Enzymaktivitat einer Hydroxylase 
30 verstanden . 

Unter einer Hydroxylase wird ein Protein verstanden, das die en- 
zymatische Aktivitat aufweist, am, gegebenenf alls substituierten, 
p-Ionon-Ring von Carotinoiden eine Hydroxy-Gruppe einzufuhren. 

35 

Insbesondere wird unter einer Hydroxylase ein Protein verstanden, 
das die enzymatische Aktivitat aufweist, (J-Carotin in Zeaxanthin 
oder Cantaxanthin in Astaxanthin umzuwandeln. 

40 Dementsprechend wird unter Hydroxyase-Aktivitat die in einer be- 
stimmten Zeit durch das Protein Hydroxylase umgesetzte Menge p-Ca- 
rotin oder Cantaxanthin bzw. gebildete Menge Zeaxanthin oder 
Astaxanthin verstanden. 

45 Bei einer erhShten Hydroxylase-Aktivitat gegentiber dem Wildtyp 
wird somit im Vergleich zum Wildtyp in einer bestiramten Zeit 
durch das Protein Hydroxylase die umgesetzte Menge p-Carotin oder 
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Cantaxantin bzw. die gebildete Menge Zeaxanthin oder Astaxanthin 
erhoht . 

Vorzugsweise betragt diese Erhohung der Hydroxylase-Aktivitat 
mindestens 5 %, weiter bevorzugt mindestens 20 %, weiter bevor- 
zugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt mindestens 100 %, bevor- 
zugter mindestens 300 %, noch bevorzugter mindestens 500 %, ins- 
besondere mindestens 600 % der Hydroxylase-Aktivitat des Wild- 
typs. 

Unter p-Cyclase-Aktivitat wird die Enzymaktivitat einer p-Cyclase 
verstanden . 





Unter einer p-Cyclase wird ein Protein verstanden, das die enzyma- 
15 tische Aktivitat aufweist, einen endstandigen, linearen Rest von 
Lycopin in einen p-Ionon-Ring zu tiberfuhren. 

Insbesondere wird unter einer p-Cyclase ein Protein verstanden, 
das die enzymatische Aktivitat aufweist, y-Carotin in p-Carotin 
20 umzuwandeln . 

Dementsprechend wird unter p-Cyclase-Aktivitat die in einer 
bestimmten Zeit durch das Protein p-Cyclase umgesetzte Menge 
y-Carotin bzw. gebildete Menge p-Carotin verstanden. 

25 

Bei einer erhohten p-Cyclase -Aktivitat gegentiber dem Wildtyp wird 
somit im Vergleich zum Wildtyp in einer bestimmten Zeit durch 
das Protein p-Cyclase die umgesetzte Menge y-Carotin bzw. die 
gebildete Menge p-Carotin erhoht. 

30 

Vorzugsweise betragt diese Erhohung der P-Cyclase-Aktivitat min- 
destens 5 %, weiter bevorzugt mindestens 20 %, weiter bevorzugt 
mindestens 50 %, weiter bevorzugt mindestens 100 %, bevorzugter 
mindestens 300 %, noch bevorzugter mindestens 500 %, insbesondere 
35 mindestens 600 % der p-Cyclase-Aktivitat des Wildtyps. 

Die Bestimmung der Hydroxylase-Aktivitat in erf indungsgemafcen 
genetisch veranderten Pflanzen und in Wildtyp- bzw. Referenz- 
pflanzen erfolgt vorzugsweise unter folgenden Bedingungen: 



40 



Die Aktivitat der Hydroxylase wird nach Bouvier et al. (Biochim. 
Biophys. Acta 1391 (1998), 320-328) in vitro bestimmt. Es wird zu 
einer bestimmten Menge an Pf lanzenextrakt Ferredoxin, Ferredoxin- 
NADP Oxidoreductase, Katalase, NADPH sowie beta-Carotin mit Mono- 
45 und Digalaktosylglyzeriden zugegeben. 
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Besonders bevorzugt erfolgt die Bestimmung der Hydroxylase- 
Aktivitat unter folgenden Bedingungen nach Bouvier, Keller , 
d'Harlingue und Camara (Xanthophyll biosynthesis: molecular and 
functional characterization of carotenoid hydroxylases from 
5 pepper fruits (Capsicum annuum L. ; Biochim. Biophys. Acta 1391 
(1998), 320-328): 

Der in- vitro Assay wird in einem Volumen von 0.250 ml Volumen 
durchgef tihrt . Der Ansatz enthalt 50 mM Kaliumphosphat (pH 7.6)/ 

10 0.025 mg Ferredoxin von Spinat, 0.5 Einheiten Ferredoxin-NADP+ 
Oxidoreduktase von Spinat, 0.25 mM NADPH, 0.010 mg beta-Carotin 
(in 0.1 mg Tween 80 emulgiert) , 0.05 mM einer Mischung von Mono- 
und Digalaktosylglyzeriden (1:1), 1 Einheit Katalyse,. 200 Mono- 
und Digalaktosylglyzeriden, (1:1), 0.2 mg Rinderserumalbumin und 

15 Pf lanzenextrakt in unterschiedlichem Volumen. Die Reaktionsmi- 
schung wird 2 Stunden bei 30C inkubiert. Die Reaktionsprodukte 
werden mit organischem L6sungsmittel wie Aceton oder Chloroform/ 
Methanol (2:1) extrahiert und mittels HPLC bestimmt. 

20 Die Bestimmung der (S-Cyclase-Aktivitat in erf indungsgemaSen gene- 
tisch veranderten Pflanzen und in Wildtyp- bzw. Ref erenzpf lanzen 
erfolgt vorzugsweise unter folgenden Bedingungen: 

Die Aktivitat der JJ-Cyclase wird nach Fraser und Sandmann 
25 (Biochem. Biophys. Res. Comm. 185(1) (1992) 9-15)in vitro be- 
stimmt. Es werden zu einer bestimmten Menge an Pf lanzenextrakt 
Kaliumphosphat als Puffer (ph 7.6), Lycopin als Substrat, Stroma- 
protein von Paprika, NADP+, NADPH und ATP zugegeben. 

30 Besonders bevorzugt erfolgt die Bestimmung der Hydroxylase- 

Aktivit&t unter folgenden Bedingungen nach Bouvier, d'Harlingue 
und Camara (Molecular Analysis of carotenoid cyclae inhibition; 
Arch. Biochem. Biophys. 346(1) (1997) 53-64): 

35 Der in-vitro Assay wird in einem Volumen von 250 <*=1 Volumen 
durchgef tihrt . Der Ansatz enthalt 50 mM Kaliumphosphat 
(pH 7.6) ,unterschiedliche Mengen an Pf lanzenextrakt , 20 nM 
Lycopin, 250 «*g an chromoplastidSrem Stromaprotein aus Paprika, 
0.2 mM NADP+, 0.2 mM NADPH und 1 mM ATP. NADP/NADPH und ATP 

40 werden in 10 ja1 Ethanol mit 1 mg Tween 80 unmittelbar vor der 

Zugabe zum Inkubationsmedium gelost. Nach einer Reaktionszeit von 
60 Minuten bei 30C wird die Reaktion durch Zugabe von Chloroform/ 
Methanol (2:1) beendet . Die in Chloroform' extrahierten Reaktions- 
produkte werden mittels HPLC analysiert. 



45 
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Ein alternativer Assay mit radioaktivem Substrat ist beschrieben 
in Fraser und Sandmann (Biochem. Biophys. Res. Comm. 185(1) 
(1992) 9-15) . 

5 Die Erhohung der Hydroxylase-Aktivitat und/ Oder P-Cyclase- 
Aktivitat kann durch verschiedene Wege erfolgen, beispiels- 
weise durch Ausschalten von hemmenden Regul a t i onsme chani smen 
auf Expressions- und Proteinebene oder durch Erhdhung der Gen- 
expression von Nukleinsauren kodierend eine Hydroxylase und/ oder 
10 von Nukleinsauren kodierend eine p-Cyclase gegentiber dem Wildtyp. 

Die Erhdhung der Genexpression der Nukleinsauren kodierend eine 
Hydroxylase und/oder die Erhohung der Genexpression der Nuk- 
leinseiure kodierend eine p-Cyclase gegentiber dem Wildtyp kann 

15 ebenfalls durch verschiedene Wege erfolgen, beispielsweise durch 
Induzierung des Hydroxylase-Gens und/oder p-Cyclase-Gens durch 
Aktivatoren oder durch Einbringen von einer oder mehrerer Hydro- 
xy 1 a s e-Genkop i en und/oder p-Cyclase-Genkopien, also durch Einbrin- 
gen mindestens einer Nukleinsaiure kodierend eine Hydroxylase und/ 

20 oder mindestens einer Nukleinsaure kodierend eine 8-Cyclase in die 
Pflanze. 

Unter Erhohung der Genexpression einer Nukleinsaure codierend 
eine Hydroxylase und/oder P-Cyclase wird erf indungsgemaS auch die 
25 Manipulation der Expression der Pflanzen eigenen, endogenen Hy- 
droxylase und/oder P-Cyclase verstanden. 

Dies kann beispielsweise durch Veranderung der Promotor DNA-Se- 
quenz fur Hydroxylasen und/oder P-Cyclasen kodierende Gene er- 
30 reicht werden. Eine solche Veranderung, die eine erhohte Expres- 
sionsrate des Gens zur Folge hat, kann beispielsweise durch Dele- 
tion oder Insertion von DNA Sequenzen erfolgen. 

Es ist, wie vorstehend beschrieben, moglich, die Expression der 
35 endogenen Hydroxylase und/oder p-Cyclase durch die Applikation ex- 
ogener Stimuli zu ver&ndern. Dies kann durch besondere physiolo- 
gische Bedingungen, also durch die Applikation von Fremdsubstan- 
zen erfolgen. 

40 Des weiteren kann eine verSnderte bzw. erhohte Expression eines 
endogenen Hydroxylase- und/oder P~Cyc las e -Gens dadurch erzielt 
werden, dass ein in der nicht trans formier ten Pflanze nicht vor- 
kommendes Regulator-Protein mit dem Promotor dieses Gens in Wech- 
selwirkung tritt. 
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Solch ein Regulator kann ein chimares Protein darstellen, welches 
aus einer DNA-Bindedomane und einer Transkriptionsaktivator-Do- 
mane besteht, wie beispielsweise in WO 96/06166 beschrieben. 

5 In einer bevorzugten Aus fiihrungs form erfolgt die Erhohung der Ge- 
nexpression einer Nukleinsaure kodierend eine Hydroxylase und/ 
oder die Erhohung der Genexpression einer Nukleinsaure kodierend 
eine p-Cyclase durch Einbringen von mindestens einer Nukleinsaure 
kodierend eine Hydroxylase und/ oder durch Einbringen von minde- 
10 stens einer Nukleinsaure kodierend eine p-Cyclase in die Pflanze. 

Dazu kann prinzipiell jedes Hydroxylase-Gen bzw. jedes P-Cyclase- 
Gen, also jede Nukleinsaure, die eine Hydroxylase und jede Nuk- 
leinsaure, die eine P-Cyclase codiert, verwendet wer den . 

15 

Bei genomischen Hydroxylase-bzw. p-Cyclase-Nukleinsaure-Sequenzen 
aus eukaryontischen Quellen, die Introns enthalten, sind fur den 
Fall das die Wirtspflanze nicht in der Lage ist oder nicht in die 
Lage versetzt werden kann, die entsprechende Hydroxylase bzw. 
20 P-Cyclase zu exprimieren, bevorzugt bereits prozessierte Nuklein- 
sauresequenzen, wie die entsprechenden cDNAs zu verwenden. 

Ein Beispiel fur ein Hydroxylase-Gen ist eine Nukleinsaure, 
kodierend eine Hydroxylase aus Haematococcus pluvialis, Accession 
25 AX038729, WO 0061764); (Nukleinsaure: SEQ ID NO: 17, Protein: 
SEQ ID NO: 18) . 

Ein Beispiel fur ein. p-Cyclase-Gen ist eine Nukleinsaure, codie- 
rend eine p-Cyclase aus Tomate (Accession X8 6452 ). (Nukleinsaure: 
30 SEQ ID NO: 19, Protein: SEQ ID NO: 20). 

In den erf indungsgemafcen bevorzugten transgenen Pf lanzen liegt 
also in dieser bevorzugten Aus ftihrungs form gegentiber dem VJildtyp 
mindestens ein wei teres Hydroxylase-Gen und/ oder p-Cyclase-Gen 
35 vor. 

In dieser bevorzugten Aus fiihrungs form weist die genetisch veran- 
derte Pflanze beispielsweise mindestens eine exogene Nuk- 
leinsaure, kodierend eine Hydroxylase oder mindestens zwei endo- 
40 gene Nukleinsauren, kodierend eine Hydroxylase und/oder minde- 
stens eine exogene Nukleinsaure, kodierend eine p-Cyclase oder 
mindestens zwei endogene Nukleinsauren, kodierend eine P-Cyclase 
auf . 

45 Bevorzugt verwendet man in vorstehend beschriebener bevorzugter 
Aus fiihrungs form als Hydroxylase-Gene Nukleinsauren, die Proteine 
kodieren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ ID NO: 18 oder 
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eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder 
Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat 
von mindestens 30 %, vorzugsweise mindestens 50 %, bevorzugter 
mindestens 70%, nock bevorzugter mindestens 90 %/ am bevor- 
5 zugtesten mindestens 95 % auf Aminos aureebene mit der Sequenz 
SEQ. ID. NO: 18 , und die die enzymatische Eigenschaft einer 
Hydroxylase aufweisen. 

Weitere Beispiele fiir Hydroxylasen und Hydroxylase-Gene 
10 lassen sich beispielsweise aus verschiedenen Organismen, deren 
genomische Sequenz bekannt ist, wie vorstehend beschrieben, durch 
Homologievergleiche der Aminosauresequenzen oder der entsprechen- 
den rticktibersetzten Nukleinsauresequenzen aus Datenbanken mit der 
SeQ ID. NO: 18 leicht auffinden. 

15 

Weitere Beispiele fiir Hydroxylasen und Hydroxylase-Gene lassen 
sich weiterhin beispielsweise ausgehend von der Sequenz 
SEQ ID NO: 17 aus verschiedenen Organismen deren genomische 
Sequenz nicht bekannt ist, wie vorstehend beschrieben, durch 
20 Hybridisierungs- und PCR-Techniken in an sich bekannter Weise 
leicht auffinden. 

In einer weiter besonders bevorzugten Aus fuhrungs form werden zur 
Erhohung der Hydroxylase-Aktivitat Nukleinsauren in Organismen 
25 eingebracht, die Proteine kodieren, enthaltend die Aminosaure- 
sequenz der Hydroxylase der Sequenz SEQ ID NO: 18. 

Geeignete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch Rttck- 
ubersetzung der Polypeptidsequenz gemaS dem genetischen Code er- 
30 haitlich. 

Bevorzugt werden dafttr solche Codons verwendet , die entsprechend 
der pflanzenspfezif ischen codon usage haufig verwendet werden. Die 
codon usage lasst sich anhand von Computerauswertungen anderer, 
35 bekannter Gene der betreffenden Organismen leicht ermitteln. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform bringt man eine 
Nukleinsaure, enthaltend die Sequenz SEQ. ID. NO: 17 in den Orga- 
nismus ein. 

40 

Bevorzugt verwendet man in vorstehend beschriebener bevorzugter 
Ausfiihrungsform als p-Cyclase~Gene Nukleinsauren, die Proteine ko 
dieren, enthaltend die Aminos£uresequenz SEQ ID NO: 20 oder eine 
von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion 
45 von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von min- 
destens 30 %, vorzugsweise mindestens 50 %, bevorzugter minde- 
stens 70 %, noch bevorzugter mindestens 90 %, am bevor zugtesten 
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mindestens 95 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ ID 

NO: 20/ und die die enzymatische Eigenschaft einer P-Cyclase auf- 

weisen. 

5 Weitere Beispiele fur P-Cyclasen und p-Cyclase-Gene lassen sich 
beispielsweise aus verschiedenen Organismen, der en genomische Se- 
quenz bekannt ist, wie vorstehend beschrieben durch Homologiever- 
gleiche der Amino s aure s equenz en oder der entsprechenden ruckiiber- 
setzten Nukleinsauresequenzen aus Datenbanken mit der SEQ ID NO: 
10 20 leicht auffinden. 

Weitere Beispiele fur p-Cyclasen und P-Cyclase-Gene lassen sich 
weiterhin beispielsweise ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO: 19 
aus verschiedenen Organismen deren genomische Sequenz nicht be- 
15 kannt ist, durch Hybridisierungs- und PCR-Techniken in an sich 
bekannter Weise leicht auffinden. 

In einer weiter besonders bevorzugten Aus fuhrungs form werden zur 
Erhdhung der p-Cyclase-Aktivitat Nukleinseiuren in Organismen ein- 
20 gebracht, die Proteine kodieren, enthaltend die AminosSuresequenz 
der P-Cyclase der Sequenz SEQ. ID. NO: 20. 

Geeignete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch Ruck- 
tibersetzung der Polypept ids equenz gemafi dem genetischen Code er- 
25 haltlich. 

Bevorzugt werden dafiir solche Codons verwendet, die entsprechend 
der pflanzenspezifischen codon usage haufig verwendet werden. Die 
codon usage lasst sich anhand von Computerauswertungen anderer, 
30 bekannter Gene der betreffenden Organismen leicht ermitteln. 

In einer besonders bevorzugten Aus ftihrungs form bringt man eine 
Nukleinsaure, enthaltend die Sequenz SEQ. ID. NO: 19 in den Orga- 
nismus ein. 

35 

Alle vorstehend erwahnten Hydroxylase-Gene oder p-Cyclase-Gene 
sind weiterhin in an sich bekannter Weise durch chemische Syn- 
these aus den Nukleotidbausteinen wie beispielsweise durch Frag- 
mentkondensation einzelner tiberlappender , komplementarer Nuklein- 

40 saurebausteine der Doppelhelix herstellbar. Die chemische Syn- 
these von Oligonukleotiden kann beispielsweise, in bekannter 
Weise, nach der Phosphoamiditmethode (Voet, Voet, 2. Auflage, 
Wiley Press New York, Seite 896-897) erfolgen. Die Anlagerung 
synthetischer Oligonukleotide und Auf ftillen von Lticken mithilfe 

45 des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase und Ligationsreaktionen 
sowie allgemeine Klonierungsverf ahren werden in Sambrook et al. 
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(1989), Molecular cloning: A laboratory manual; Cold Spring Har- 
bor Laboratory Press, beschrieben. 

In einer weiter bevorzugten Aus f (ihrungs f orm des Verfahrens weisen 
5 die Pflanzen gegentiber dem Wildtyp zusatzlich eine reduzierte 
e-Cyclase-Aktivitat auf. 

Unter e-Cyclase-Aktivitat wird die Enzymaktivitat einer e-Cyclase 
verstanden. 

10 

Unter einer e-Cyclase wird ein Protein verstanden, das die 
enzymatische Aktivitat aufweist, einen endstandigen, linearen 
Rest von Lycopin in einen e-Ionon-Ring zu tiberfuhren. 

15 Unter einer e-Cyclase wird daher insbesondere ein Protein 
verstanden, das die enzymatische Aktivitat aufweist, Lycopin 
in 8-Carotin umzuwandeln. 

Dementsprechend wird unter e-Cyc las e-Akt i vi tat die in einer be- 
20 stimmten Zeit durch das Protein E-Cyclase umgesetzte Menge Lycopin 
bzw. gebildete Menge 5-Carotin verstanden. 

Bei einer reduzierten e-Cyclase-Aktivitat gegentiber dem Wildtyp 
wird somit im Vergleich zum Wildtyp in einer bestimmten Zeit 
25 durch das Protein e-Cyclase die umgesetzte Menge Lycopin bzw. 
die gebildete Menge 8-Carotin reduziert. 

Unter einer reduzierten e-Cyclase-Aktivitat wird vorzugsweise 
die teilweise oder im wesentlichen vollstSndige, auf unterschied- 
30 liche zellbiologische Mechanismen beruhende Unterbindung oder 
Blockierung der Funktionalitat einer e-Cyclase in einer pflanz- 
lichen Zelle, Pflanze oder einem davon abgeleiteten Teil, Gewebe, 
Organ, Zellen oder Samen verstanden. 

35 Die Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat in Pflanzen gegentiber dem 
Wildtyp kann beispielsweise durch Reduzierung der e-Cyclase-Pro- 
teinmenge, oder der e-Cyclase-mRNA-Menge in der Pflanze erfolgen. 
Dementsprechend kann eine gegentiber dem Wildtyp reduzierte e-Cy- 
clase-Aktivitat direkt bestimmt werden oder tiber die Bestimmung 

40 der e-Cyclase-Proteinmenge oder der e-Cyclase-mRNA-Menge der 
erfindungsgema£en Pflanze im Vergleich zum Wildtyp erfolgen. 

Eine Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat umfasst eine mengenmafiige 
Verringerung einer e-Cyclase bis hin zu einem im wesentlichen 
45 vollstandigen Fehlen der e-Cyclase (d.h. f ehlende Nachweisbarkeit 
von e-Cyclase-Aktivitat oder f ehlende immunologische Nachweisbar- 
keit der e-Cyclase) . Vorzugsweise wird die e-Cyclase-Aktivitat 
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(bzw. die e-Cyclase-Proteinmenge oder die £-Cyclase-mRNA-Menge) in 
der Pf lanze, besonders bevorzugt in Biaten im Vergleich zum Wild- 
typ urn mindestens 5 %, weiter bevorzugt um mindestens 20 %, wei- 
ter bevorzugt um mindestens 50 %, weiter bevorzugt um 100 % redu- 
5 ziert. Insbesondere meint n Reduzierung" auch das vollstandigen 
Fehlen der e-Cyclase-Aktivitat (bzw. des e-Cyclase-Proteins oder 
der e-Cyclase-mRNA) . 

Die Bestimmung der e-Cyclase-Aktivitat in erf indungsgemaSen gene- 
10 tisch veranderten Pflanzen und in Wildtyp- bzw. Ref erenzpf lanzen 
erfolgt vorzugsweise unter folgenden Bedingungen: 

Die e-Cyclase-Aktivit&t kann nach Fraser und Sandmann (Biochem. 
Biophys. Res. Comm. 185(1) (1992) 9-15) in vitro bestimmt werden, 
15 wenn zu einer bestimmten Menge an Pf lanzenextrakt Kaliumphosphat 
als. Puffer (ph 7.6), Lycopin als Substrat, Stromaprotein von Pa- 
prika, NADP+, NADPH und ATP zugegeben werden. 

Die Bestimmung der e-Cyclase-Aktivitat in erf indungsgemaSen gene- 
20 tisch veranderten Pflanzen und in Wildtyp- bzw. Ref erenzpf lanzen 
erfolgt besonders bevorzugt nach Bouvier, d'Harlingue und Camara 
(Molecular Analysis of carotenoid cyclase inhibition; Arch. 
Biochem. Biophys. 346(1) (1997) 53-64): 

25 Der in-vitro Assay wird in einem Volumen von 0.25 ml durchge- 
fxihrt. Der Ansatz enthalt 50 mM Kaliumphosphat (pH 7.6),unter- 
schiedliche Mengen an Pf lanzenextrakt , 20 nM Lycopin, 0.25 mg an 
chromoplastidarem Stromaprotein aus Paprika, 0.2 mM NADP+, 0.2 mM 
NADPH und 1 mM ATP. NADP/NADPH und ATP werden in 0.01 ml Ethanol 

30 mit 1 mg Tween 80 unmittelbar vor der Zugabe zum Inkubationsme- 
dium gelost. Nach einer Reaktionszeit von 60 Minuten bei 30C wird 
die Reaktion durch Zugabe von Chloroform/Me thanol (2:1) beendet. 
Die in Chloroform extrahierten Reaktionsprodukte werden mittels 
HPLC analysiert. 

35 

Ein alternativer Assay mit radioaktivem Substrat ist beschrieben 
in Fraser und Sandmann (Biochem. Biophys. Res. Comm. 185(1) 
(1992) 9-15) . Eine weitere analytische Methode ist beschrieben in 
Beyer, KrSncke und Nievelstein (On the mechanism of the lycopehe 
40 isomerase/ cyclase reaction in Narcissus pseudonarcissus L. chro- 
mopast,; J. Biol. Chem. 266(26) (1991) 17072-17078). 
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Vorzugsweise erfolgt die Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat in 
Pflanzen durch mindestens eines der nachf olgenden Verfahren; 

a) Einbringen mindestens einer doppelstrangigen e-Cyclase Ribonu- 
5 kleinsauresequenz, nachstehend auch e-Cyclase-dsKNA genannt, 

oder einer deren Expression gewahrleistenden Expressions- 
kassette oder Expressionskassetten. Umfasst sind solche Ver- 
fahren, bei denen die £-Cyclase-dsRNA gegen ein E-Cyclase-Gen 
(also genomische DNA-Sequenzen wie die Promotorsequenz) oder 
10 ein e-Cyclase-Transkript (also mKNA-Sequenzen) gerichtet ist, 

b) Einbringen mindestens einer e-Cyclase antisense-Ribonuklein- 
sauresequenz, nachstehend auch e-Cyclase-antisenseRNA 
genannt, oder einer deren Expression gewahrleistenden 

15 Expressionskassette. Uinfasst sind solche Verfahren, bei denen 

die e— Cyclase-antisenseRNA gegen ein e-Cyclase-Gen (also 
genomische DNA-Sequenzen) oder ein e-Cyclase-Gentranskript 
(also RNA-Sequenzen) gerichtet ist. Umfasst sind auch 
a-anomere Nukleins^uresequenzen, 

20 

c) Einbringen mindestens einer e-Cyclase-antisenseRNA kombiniert 
mit einem Ribozym oder einer deren Expression gewahrleisten- 
den Expressionskassette 

25 d) Einbringen mindestens einer e-Cyclase s ens e-Ribonukl e insaure - 
sequenz , nachstehend auch e-Cyclase-senseRNA genannt, zur 
Induktion einer Kosuppression oder einer deren Expression 
gewahrleistenden Expressionskassette 

30 e) Einbringen mindestens eines DNA- oder Protein-bindenden 
Faktors gegen ein e-Cyclase-Gen, -RNA oder -Protein oder 
einer dessen Expression gewahrleistenden Expressionskassette 

f ) Einbringen mindestens einer den e-Cyclase RNA-Abbau bewirken- 
35 den viralen Nukleinsauresequenz oder einer deren Egression 

gewMhrleistenden Expressionskassette 

g) Einbringen mindestens eines Konstruktes zur Erzeugung eines 
Funktionsverlustes, wie beispielsweise die Generierung 

40 von Stopp-Kodons oder eine Verschiebungen im Leseraster, 

an einem e— Cyc 1 as e -Gen beispielsweise durch Erzeugung 
einer Insertion, Deletion, Inversion oder Mutation in einem 
e— Cyclase-Gen • Bevorzugt kdnnen Knockout-Mutanten mittels 
gezielter Insertion in besagtes e-Cyclase-Gen durch homologe 

45 Rekombination oder Einbringen von sequenzspezif ischen Nu- 

kleasen gegen e-Cy c 1 as e -Gens equenzen generiert werden. 
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Dem Fachmann ist bekannt, dass auch weitere Verf ahren im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung zur Verminderung einer e-Cyclase bzw. 
seiner Aktivitat oder Funktion eingesetzt werden konnen, 
Beispielsweise kann auch das Einbringen einer dominant -negativen 
5 Variante einer e-Cyclase oder einer deren Expression gewahrlei- 
stenden Expressionskassette vorteilhaft sein. Dabei kann jedes 
einzelne dieser Verf ahren eine Verminderung der Proteinmenge , 
mRNA-Menge und/oder Aktivitat einer E-Cyclase bewirken. Auch eine 
kombinierte Anwendung ist denkbar. Weitere Methoden sind dem 

10 Fac hmann bekannt und konnen die Behinderung oder Unterbindung der 
Prozessierung der e-Cyclase, des Transports der e-Cyclase oder 
dessen mRNA, Hemmung der Ribosomenanlagerung, Hemmung des KNA- 
Spleifiens, Induktion eines e-Cyclase-RNA abbauenden Enzyms und/ 
oder Hemmung der Translationselongation oder -termination umfas- 

15 sen. 

Die einzelnen bevorzugten Verfahren seien infolge durch beispiel- 
hafte Ausftihrungsformen beschrieben: 

20 a) Einbringen einer doppelstrangigen e-Cyclase-Ribonukleinsaure- 
sequenz (8-Cyclase-dsKNA) 

Das Verfahren der Genregulation mittels doppelstrangiger 
HNA ("double-stranded RNA interference"; dsRNAi) ist bekannt 

25 und beispielsweise in Matzke MA et al. (2000) Plant Mol Biol 

43:401-415; Fire A. et al (1998) Nature 391:806-811; WO 99/32619; 
WO 99/53050; WO 00/68374; WO 00/44914; WO 00/44895; WO 00/49035 
oder WO 00/63364 beschrieben. Auf die in den angegebenen Zitaten 
beschriebenen Verfahren und Methoden wird hiermit ausdrticklich 

30 Bezug genommen. 

Unter ^Doppelstrangiger RibonukleinsSuresequenz" wird erfindungs- 
gemSfi eine oder mehr RibonukleinsSuresequenzen, die aufgrund 
komplementarer Sequenzen theoretisch, beispielsweise gem&£ 
35 den Basenpaarregeln von Waston und Crick und/oder faktisch, 

beispielsweise aufgrund von Hybridisierungs experiment en, in vitro 
und/oder in vivo in der Lage sind, doppelstrangige RNA-Strukturen 
aus zubi Iden . 

40 Dem Fachmann ist bewusst, dass die Ausbildung von doppel- 
strangigen RNA-Strukturen, einen Gleichgewichtszustand darsteilt. 
Bevorzugt ist das Verhaltnis von doppelstrangigen Molekulen zu 
entsprechenden dissozierten Formen mindestens 1 zu 10, bevorzugt 
1:1, besonders bevorzugt 5:1, am meisten bevorzugt 10:1. 

45 
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Unter einer doppelstrangigen e-Cyclase-Ribonukleinsauresequenz 
Oder auch £-Cyclase-dsRNA wird vorzugsweise ein RNA-Molektil 
verstanden, das einen Bereich mit Doppel-Strang-Struktur aufweist 
und in diesem Bereich eine Nukleinsauresequenz enthalt, die 

5 

a) mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen e-Cyclase- 
Transkripts identisch ist und/oder 

b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen e-Cyclase- 
10 Promotor-Sequenz identisch ist. 

Im erf indungsgemafien Verfahren bringt man daher zur Reduzierung 
der E-Cyclase-Aktivitat bevorzugt in die Pflanze eine RNA ein, die 
einen Bereich mit Doppel-Strang-Struktur aufweist und in diesem 
15 Bereich eine Nukleinsauresequenz enthalt, die 

a) mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen e-Cyclase- 
Transkripts identisch ist und/oder 

20 b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen e-Cyclase- 
Promotor-Sequenz identisch ist. 

Unter dem Begriff *e-Cyclase-Transkript" wird der transkripierte 
Teil eines 8-Cyc las e -Gens verstanden, der neben der e-Cyclase ko- 
25 dierenden Sequenz beispielsweise auch nichtkodierende Sequenzen, 
wie beispielsweise auch UTRs enthalt. 

Unter einer RNA, die *mit mindestens einem Teil der Pflanze eige- 
nen e-Cyclase-Promotor-Sequenz identisch ist", ist vorzugsweise 
30 gemeint, dass die RNA-Sequenz mit mindestens einem Teil des theo- 
retischen Transkriptes der e-Cyclase-Promotor-Sequenz , also der 
entsprechenden RNA-Sequenz , identisch ist. 

Unter * einem Teil" des Pflanze eigenen e-Cyclase-Transkripts bzw. 
35 der Pflanze eigenen e-Cyclase-Promotor-Sequenz werden Teil- 
sequenzen verstanden, die von wenigen Basenpaaren bis hin zu 
vollstandigen Sequenzen des Transkripts bzw. der Promotorssequenz 
reichen k6nnen. Die optimale Langer der Teilsequenzen kann der 
Fachmann durch Routineversuche leicht ermitteln. 

40 

In der Regel betragt die Lange der Teilsequenzen mindestens 10 
Basen und hochstens 2 kb, bevorzugt mindestens 25 Basen und hoch- 
stens 1,5 kb, besonders bevorzugt mindestens 50 Basen und hoch- 
stens 600 Basen, ganz besonders bevorzugt mindestens 100 Basen 
45 und h6chstens 500, am meisten bevorzugt mindestens 200 Basen oder 
mindestens 300 Basen und hdchstens 400 Basen. 
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Vorzugsweise werden die Teilsequenzen so ausgesucht, dass eine 
moglichst hohe Spezifitat erreicht wird und nicht Aktivitaten an- 
derer Enzyme reduziert werden, deren Verminderung nicht erwunscht 
ist. Es ist daher vorteilhaft fur die Teilsequenzen der s-Cyclase- 
5 dsRNA Teile des e-Cyclase Transkripts und/oder Teilsequenzen der 
e-Cyclase-Promotor-Sequenzen zu wahlen, die nicht in anderen Akti- 
vitaten auftreten. 

In einer besonders bevorzugten Ausftihrungsf orm enthalt daher die 
10 e-Cyclase-dsRNA eine Sequenz, die niit einem Teil der Pflanze eige- 
nen e-Cyclase-Transkripts identisch ist und das 5 x -Ende oder das 
3 % -Ende der Pflanze eigenen Nukleinsaure, codierend eine e-Cyclase 
enthalt, Insbesondere sind nichttranslatierte Bereiche im 5 % oder 
3" des Transkriptes geeignet, selektive Doppel-Strang-Strukturen 
15 herzustellen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung bezieht sich auf doppel- 
strangige RNA-Molektile (dsRNA-Molektile) , die bei Einbringen in 
einen pflanzlichen Organismus (oder eine davon abgeleitete Zelle, 
20 Gewebe , Organ oder Vermehrungsmaterial) die Verminderung einer 
e— Cyclase bewirken. 



25 



30 



Ein doppelstrangige RNA— Molekul zur Reduzierung der Expression 
einer 8-Cyclase (£-Cyclase-dsRNA) umf asst dabei bevorzugt 

a) einen " sense" -RNA-St rang umfassend mindestens eine Ribonu- 
kleotidsequenz , die im wesentlichen identisch ist zu minde- 
stens einem Teil eines "sense " -RNA- e-Cyclase Transkriptes, 
und 

b) einen "antisense"-RNA-Strang, der zu dem RNA— * sense " —Strang 
unter a) im wesentlichen, bevorzugt vollstandig, komplemen- 
taren ist. 

35 Zur Transformation der Pflanze mit einer e-Cyclase-dsRNA wird 

bevorzugt ein Nukleins&urekonstrukt verwendet, das in die Pflanze 
eingebracht wird und das in der Pflanze in die e-Cyclase-dsKNA 
transkripiert wird. 

40 Daher betrif ft die vorliegende Erfindung auch ein 
Nukleinsaurekonstrukt, transkripierbar in 

a) einen " sense" -RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribo- 

nukleotidsequenz , die im wesentlichen identisch ist zu min- 
45 des tens einem Teil des * sense "-RNA-e-Cyclase Transkriptes, 

und 
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b) einen " ant i sens e " -RNA-Strang , der zu dem RNA-sense-Strang 

unter a) im we sent lichen - bevorzugt vollstandig - komplemen- 
tar ist. 

5 Diese Nukleinsaurekonstrukte werden im folgenden auch Expres- 
sionskassetten oder Expressionsvektoren genannt. 

In Bezug auf die dsRNA-Molektile wird unter e-Cyclase-Nuklein- 
sauresequenz, bzw. das entsprechende Transkript bevorzugt die 
10 Sequenz gemaS SEQ ID NO: 38 oder ein Tel derselben verstanden. 

"Im wesentlichen identisch" meint, dass die dsRNA Sequenz auch 
Insertionen, Deletionen sowie einzelne Punktmutationen im Ver- 
gleich zu der £-Cyclase Zielsequenz aufweisen kann und dennoch 

15 eine effizient Verminderung der Expression bewirkt. Bevorzugt 

betragt die Homologie mindestens 75 %, bevorzugt mindestens 80 %, 
ganz besonders bevorzugt mindestens 90 % am meisten bevorzugt 
100 % zwischen dem "sense" -Strang einer inhibitorischen dsRNA 
\and mindestens einem Teil des " sense" -RNA-Transkr ipt es eines 

20 e-Cyclase-Gens , bzw. zwischen dem "antisense" -Strang dem komple- 
mentaren Strang eines e-Cyclase-Gens . 

Eine 100%ige Sequenz identi tat zwischen dsRNA und einem e-Cyclase 
Gentranskript ist nicht zwingend erf orderlich, um eine eff iziente 

25 Verminderung der e-Cyclase Expression zu bewirken. Demzufolge be- 
steht der Vorteil, dass das Verfahren tolerant ist gegentiber Se- 
quenzabweichungen, wie sie infolge genetischer Mutationen, Poly- 
morphismen oder evolutionMrer Divergenzen vorliegen kSnnen. So 
ist es beispielsweise moglich mit der dsRNA, die ausgehend von 

30 der E-Cyclase Sequenz des einen Organismus generiert wurde, die 
e-Cyclase Expression in einem anderen Organismus zu unterdriicken. 
Zu diesem Zweck umfasst die dsRNA bevorzugt Sequenzbereiche von . 
e-Cyclase-Gentranskr ipt en , die konservierten Bereichen entspre- 
chen. Besagte konservierte Bereiche konnen aus Sequenzvergleichen 

35 leicht abgeleitet werden. 

Alternative kann eine "im wesentlichen identische" dsRNA au.ch als 
Nukleinsauresequenz definiert werden, die befahigt ist, mit einem 
Teil eines e-Cyclase Gentranskriptes zu hybridisieren (z.B. in 
40 400 mM NaCl, 40 mM PIPES pH 6,4, 1 mM EDTA bei 50°C oder 70°C ftir 
12 bis 16 h) . 

"Im wesentlichen komplementar" meint, dass der " antisense "-R1SIA- 
Strang auch Insertionen, Deletionen sowie einzelne Punktmutatio- 
45 nen im Vergleich zu dem Komplement des "sense"-RNA-Stranges auf- 
weisen kann. Bevorzugt betri.gt die Homologie mindestens 80 %, 
bevorzugt mindestens 90 %, ganz besonders bevorzugt mindestens 
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95 %, am meisten bevorzugt 100 % zwischen dem "antisense"-RNA- 
Strang und dem Komplement des " sense" -RNA-Stranges . 

In einer weiteren Ausfxihrungsform umfasst die e-Cyclase-dsRNA 

5 

a) einen "sense " -RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribo- 
nukleotidsequenz, die im wesentlichen identisch ist zu minde- 
stens einem Teil des ° s ens e " -RNA-Tr anskr ip t e s des Promotor- 
bereichs eines e-Cyclase-Gens, und 

b) einen a ant isense " -RNA-Strang , der zu dem RNA-" sense " -Strang 
unter a) im wesentlichen - bevorzugt vollstandig - komplemen- 
taren ist. 

15 Das entsprechende, bevorzugt zur Transformation der Pflanzen zu 
verwendende, Nukleinsaurekonstrukt, umfasst 

a) einen a s ense " -DNA- Strang der im wesentlichen identisch 
ist zu mindestens einem Teil des Promotorbereichs eines 

20 e-Cyclase-Gens , und 

b) einen " ant i sense "-DNA-Strang, der zu dem DNA- 17 sense" -Strang 
unter a) im wesentlichen - bevorzugt vollstandig - komplemen- 
t&r ist. 

25 

Vorzugsweise wird unter dem Promotorbereich einer e-Cyclase eine 
Sequenz gemaS SEQ ID NO: 47 oder ein Teil der selben verstanden. 

Zur Herstellung der e-Cyclase-dsRNA-Sequenzen zur Reduzierung 
30 der e-Cyclase-Aktivitat werden, insbesondere ftlr Tag-etes erecta, 
besonders bevorzugt die folgenden Teil-Sequenzen verwendet: 

SEQ ID NO: 40: Sense -Fragment der 5 % terminalen Region der 
8-Cyclase 

35 

SEQ ID NO: 41: Ant i sense-Fragment der 5*terminalen Region der 
e-Cyclase 

SEQ ID NO: 42: Sense-Fragment der 3*terminalen Region der 
40 e-Cyclase 

SEQ ID NO: 43: Antisense-Fragment der S'terminalen Region der 
e-Cyclase 



45 SEQ ID NO: 47: Sense -Fragment des e-Cyclase-Promotors 
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SEQ ID NO: 48: Ant i sense-Fragment des e-Cyclase-Promotors 

Die dsRNA kann aus einem oder mehr Strangen von Polyribo- 
nukleotiden bestehen. Natiirlich konnen, urn den gleichen Zweck 
5 zu erreichen, auch mehrere individuelle dsRNA Molekiile, die 

jeweils einen der oben definierten Ribonukleotidsequenzabschnitte 
umfassen, in die Zelle oder den Organismus eingebracht werden. 

Die doppelstrSngige dsRNA-Struktur kann ausgehend von zwei kom- 
10 plementaren, separaten RNA-Strangen oder - bevorzugt - ausgehend 
von einem einzelnen, selbstkomplementaren RNA-Strang gebildet 
werden. In diesem Fall sind " sense 0 -KNA-S trang und "anti- 
sense"-RNA-Strang bevorzugt kovalent in Form eines invert ier ten 
" Repeats" miteinander verbunden. 

15 

Wie z.B. in WO 99/53050 beschrieben, kann die dsRNA auch eine. 
Haarnadelstruktur umfassen, indem "sense"- und "antisense"-Strang 
durch eine verbindende Sequenz ("Linker"; beispielsweise ein In- 
tron) verbunden werden. Die selbstkomplementaren dsKNA-Strukturen 
20 sind bevorzugt, da sie lediglich die Expression einer RNA-Sequenz 
erfordern und die komplementaren KNA-Strange stets in einem 
aquimolaren VerhSltnis umfassen. Bevorzugt ist die verbindende 
Sequenz ein Intron (z.B. ein Intron des ST-LS1 Gens aus Kartof- 
fel; Vancanneyt GF et al. (1990) Mol Gen Genet 220 (2) :245-250) . 

25 

Die Nukleinsauresequenz kodierend fur eine dsRNA kann weitere 
Elemente beinhalten, wie beispielsweise Transkriptionstermina- 
tionssignale oder Polyadenylierungssignale. 

30 Ist die dsRNA jedoch gegen die Promotor sequenz einer 6-Cyclase 
gerichtet, so umfasst sie bevorzugt keine* Transkript ions termi- 
nations signale oder Polyadenylierungssignale. Dies ermSglicht 
eine Retention der^dsRNA im Nukleus der Zelle und verhindert 
eine Verteilung der dsRNA in der gesamten Pflanze "Spreadinng" ) . 

35 

Sollen die zwei Strange der dsRNA in einer Zelle oder Pflanze 
zusammengebracht werden, so kann dies beispielhaft auf folgende 
Art geschehen: 

40 a) Transformation der Zelle oder Pflanze mit einem Vektor, der 
beide Expressionskassetten umfasst , 

b) Kotrans formation der Zelle oder Pflanze mit zwei Vektoren, 
wobei der eine die Expressionskassetten mit 
45 dem "sense "-Strang, der andere die Expressionskassetten mit 

dem " ant isense" -Strang umfasst. 




5 
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c) Kreuzung von zwei individuellen Pf lanzenlinien, wobei die 
eine die Expressionskassetten mit dem "sensed -Strang, die 
andere die Expressionskassetten mit dem "antisense" -Strang 
umfasst. 

Die Bildung der KNA Duplex kann entweder aufierhalb der Zelle oder 
innerhalb derselben initiiert werden. 



Die dsRNA kann entweder in vivo oder in vitro synthetisiert wer- 
10 den. Dazu kann eine DNA-Sequenz kodierend fttr eine dsRNA in eine 
Expressionskassette unter Kontrolle mindestens eines genetischen 
Kontrollelementes (wie beispielsweise einem Promotor) . gebracht 
werden. Eine Polyadenylierung ist nicht erf order lich, ebenso mas- 
sen keine Elemente zur Initiierung einer Translation vorhanden 
15 sein. Bevorzugt ist die Expressionskassette fttr die MP-dsRNA auf 
dem Transformationskonstrukt oder dem Trans format ionsvektor en- 
thalten. 

In einer besonders bevorzugten Aufuhrungsf orm erfolgt die Expres- 
20 sion der dsRNA ausgehend von einem Expressionskonstrukt unter 
funktioneller Kontrolle eines biatenspezifischen Promotors, be- 
sonders bevorzugt unter der Kontrolle des Promotors beschrieben 
durch SEQ ID NO: 28 oder eines funktioneil aquivalenten Teils 
desselben. 

25 

Die Expressionskassetten kodierend ftir den "antisense"- und/oder 
den "sense "-Strang einer e-Cyclase -dsRNA oder fttr den selbstkom- 
plementaren- Strang der dsRNA, werden dazu bevorzugt in einen 
Trans format ionsvektor insertiert und mit den unten beschriebenen 
30 Verfahren in die pflanzliche Zelle eingebracht. Fiir das 

erf indungsgemSfie Verfaliren ist eine stabile Insertion in das Ge- 
nom vorteilhaft. 

Die dsRNA kann in einer Menge eingeftthrt werden, die zumindest 
35 eine Kopie pro Zelle ermdglicht. Hohere Mengen (z.B* mindestens 
5, 10, 100, 500 oder 1000 Kopien pro Zelle) k6nnen ggf . eine 
effizienter Verminderung bewirken. 

b) Einbringen einer antisense-Ribonukleinsauresequenz einer 
40 e-Cyclase (e-Cyclase-antisenseRNA) 

Verfahren zur Verminderung eines bestimmten Proteins durch die 
"antisense"-Technologie sind vielfach - auch in Pflanzen - 
beschrieben (Sheehy et al. (1988) Proc Natl Acad Sci USA 85: 
45 8805-8809; US 4,801,340; Mol JN et al. (1990) FEBS Lett 

268 (2) :427-430) . Das antisense Nukleinsauremolekiil hybridisiert 
bzw. bindet mit der zellulSren mRNA und/oder genomischen DNA 
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kodierend fur das zu vermindernde e-Cyclase. Dadurch wird die 
Transkription und/ oder Translation der e-Cyclase unterdruckt . 
Die Hybridisierung kann auf konventionelle Art xiber die Bildung 
einer stabilen Duplex oder - im Fall von genomischer DNA - durch 
5 Bindung des antisense Nukleinsauremolekuls mit der Duplex der 
genomischen DNA durch spezif ische Wechselwirkung in der groSen 
Furche der DNA— Helix entstehen. 

Eine e-Cyclase-antisenseRNA kann unter Verwendung der fur diese 
10 8-<Vclase kodiereiiden Nukleinsauresequenz , beispielsweise * 

der Nukleinsauresequenz gemaE SEQ ID NO: 38 nach den Basenpaar- 
regeln von Watson und Crick abgeleitet werden. Die e-Cyclase-anti~ 
senseRNA kann zu der gesamten transkribierten mRNA der e-Cyclase 
komplementar sein, sich auf die kodierende Region beschranken 
15 oder nur aus einem- Oligonukleotid bestehen, das zu einem Teil der 
kodierenden oder nicht-kodierenden Sequenz der mRNA komp 1 ement ar 
ist. So kann das Oligonukleotid beispielsweise komplement&r zu 
der Region sein, die den Translationsstart filr die e-Cyclase um- 
fasst. Die e-Cyclase-antisenseRNA kann eine Lange von zum Beispiel 
20 5, 10 , 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 oder 50 Nukleotide haben, kann 
aber auch linger sein und mindestens 100 , 200, 500, 1000, 2000 
oder 5000 Nukleotide umfassen. e-Cyclase-antisenseRNAs werden im 
Rahmen des erf indungsgemafien Verfahr ens bevorzugt rekombinant in 
der Zielzelle exprimiert.. 

25 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft transgene Expres- 
sionskassetten enthaltend eine Nukleinsauresequenz kodierend ftir 
zumindest einen Teil einer e-Cyclase, wobei besagte Nukleinsaure- 
sequenz mit einem in pflanz lichen Organismen funktionellen Promo - 

30 tor in antisense-Orientierung funktionell verkntipft ist. In einer 
besonders bevorzugten Auftihrungsf orm erfolgt die Expression der 
antisenseRNA ausgehend von einem Expressionskonstrukt unter funk- 
tioneller Kontrolle eines blUtenspezif ischen Promotors, besonders 
bevorzugt unter der Kontrolle des Promotors beschrieben durch SEQ 

35 ID NO: 28 oder eines funktionell aquivalenten Teils desselben. 

Besagte Expressionskassetten konnen Teil eines Transformations- 
konstruktes oder Trans format ions vekt or s sein, oder aber auch im 
Rahmen einer Kotrans formation eingeftihrt werden. 

40 

In einer weiteren bevorzugten Aus ftih rungs form kann die Expression 
einer E-Cyclase durch Nukleotidsequenzen inhibiert werden, die 
komplementar zu der regulatorischen Region eines e-Cyclase-Gens 
(z.B. einem e-Cyclase Promoter und/oder Enhancer) sind und triple- 
45 helikale Strukturen mit der dortigen DNA-Doppelhelix ausbilden, 
so dass die Transkription des e-Cyclase-Gens reduziert wird. Ent- 
sprechende Verfahren sind beschrieben (Helene C (1991) Anticancer 
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Drug Res 6(6):569-84; Helene C et al. (1992) Ann NY Acad Sci 
660:27-36; Maher LJ (1992) Bioassays 14(12) :807- 815). 

In einer weiteren Ausfiihrungsf orm kann die £-Cyclase-antisenseRNA 
5 eine a-anomere Nukleinsaure sein. Derartige a-anomere Nuklein- 
sauremolektile bilden spezifische doppelstrangige Hybride mit 
komplementarer KNA in denen, - im Unterschied zu den konventio- 
nellen (3-Nukleinsauren - die beiden Strange parallel zueinander 
verlaufen (Gautier C et al. (1987) Nucleic Acids Res 
10 15:6625-6641) . 



c) Einbringen einer E-Cyclase-antisenseRNA kombiniert mit einem 
Ribozym 

15 Vorteilhaft kann die oben beschriebene antisense-Strategie mit 
einem Ribozym-Verf ahren gekoppelt werden. Katalytische RNA— Mole- 
kUle oder Ribozyme k6nnen an jede beliebige Ziel-RNA angepasst 
werden und spalten das Phosphodiester-Gertist an spezifischen 
Positionen, wodurch die Ziel-RNA funktionell deaktiviert wird 

20 (Tanner NK (1999) FEMS Microbiol Rev 23 (3) :257-275) . Das Ribozym 
wird dadurch nicht selber modifiziert, sondern ist in der Lage, 
weitere Ziel-RNA-Molektile analog zu spalten, wodurch es die Ei- 
genschaf ten eines Enzyms erhalt. Der Einbau von Ribozymsequenzen 
in "antisense"-RNAs verleiht eben diesen " ant i sense 77 -RNAs diese 

25 enzymahnliche, RNA-spaltende Eigenschaft und steigert so deren 
Effizienz bei der Inaktivierung der Ziel-RNA. Die Herstellung und 
Verwendung entsprechender Ribozym-"antisense"-RNA-MolekQle ist 
beschrieben (u.a. bei Haseloff et al. (1988) Nature 334: 
585-591); Haselhoff und Gerlach (1988) Nature 334:585-591; Stei- 

30 necke P et al. (1992) EMBO J 11 (4) :1525-1530; de Feyter R et al. 
(1996) Mol Gen Genet. 250 (3) :329-338) . 

Auf diese Art konnen Ribozyme (z.B. " Hammerhead* -Ribozyme; Hasel- 
hoff und Gerlach (1988) Nature 334:585-591) verwendet werden, um 

35 die mRNA eines zu vermindernden e-Cyclases katalytisch zu spalten 
und so die Translation zu verhindern. Die Ribozym-Technologie 
kann die Effizienz einer antisense-Strategie erhohen. Verfahren 
zur Expression von Ribozymen zur Verminderung bestimmter Proteine 
sind beschrieben in (EP 0 291 533, EP 0 321 201, EP 0 360 257). 

40 In pflanzlichen Zellen ist eine Ribozym-Expression ebenfalls be- 
schrieben (Steinecke P et al. (1992) EMBO J 11 (4) : 1525-1530; de 
Feyter R et al. (1996) Mol Gen Genet. 250 (3) :329-338) . Geeignete 
Zielsequenzen und Ribozyme k6nnen zum Beispiel wie bei "Steinecke 
P, Ribozymes, Methods in Cell Biology 50, Galbraith et al. eds, 

45 Academic Press, Inc. (1995), S. 449-460" beschrieben, durch Se- 
kundarstrukturberechnungen von Ribozym- und Ziel-RNA sowie durch 
deren Interaktion bestimmt werden (Bayley CC et al. (1992) Plant 
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Mol Biol. 18(2) :353-361; Lloyd AM and Davis RW et al. (1994) Mol 
Gen Genet. 242 (6) : 653-657) . Beispielsweise konnen Derivate der 
Tetrahymena L-19 TVS RNA konstruiert werden, die komp lenient are 
Bereiche zu der mRNA des zu supprimierenden e-Cyclases aufweisen 
5 (siehe auch US 4,987,071 und US 5,116,742). Alternativ konnen 
solche Ribozyme auch uber einen Selektionsprozess aus einer Bi- 
bliothek diverser Ribozyme identif iziert werden (Bartel D und 
Szostak JW (1993) Science 261:1411-1418). 

10 d) Einbrihgen einer sense-Ribonukleinsauresequenz einer e-Cyclase 
(e-Cyclase-senseRNA) zur Induktion einer Kosuppression 

Die Expression einer e-Cyclase Ribonukleinsauresequenz (oder 
eines Teils derselben) in sense-Orientierung kann zu einer Kosup- 

15 pression des entsprechenden e-Cyclase-Gens ftihren. Die Expression 
von sense-RNA mit Homologie zu einem endogenen £-Cyclasegen kann 
die Expression desselben vermindern oder ausschalten, ah n lich wie 
es ftir antisense Ansatze beschrieben wurde (Jorgensen et al. 
(1996) Plant Mol Biol 31 (5) : 957-973 ; Goring et al. (1991) Proc 

20 Natl Acad Sci USA 88:1770-1774; Smith et al. (1990) Mol Gen Genet 
224:447-481; Napoli et al. (1990) Plant Cell 2:279-289; Van der 
Krol et al. (1990) Plant Cell 2:291-99). Dabei kann das einge- 
ftihrte Konstrukt das zu vermindernde , homologe Gen ganz oder nur 
teilweise reprasentieren. Die Moglichkeit zur Translation ist 

25 nicht erf orderlich. Die Anwendung dieser Technologie auf Pflanzen 
ist beschrieben (z.B. Napoli et al. (1990) Plant Cell 2:279-289; 
in US 5,034,323. 

Bevorzugt wird die Kosuppression unter Verwendung einer Sequenz 
30 realisiert, die im wesentlichen identisch ist zu zumindest einem 

Teil der Nukleinsauresequenz kodierend ftir eine e-Cyclase, 

beispielsweise der Nukleinsauresequenz gemafi SEQ ID NO: 38; 
\ Bevorzugt ist die e-Cyclase-senseKNA so gewahlt, dass es nicht zu 

einer Translation der e-Cyclase oder eines Teils desselben kommen 
35 kann. Dazu kann beispielsweise der 5 '-untranslatierte oder 3'-un- 

translatierte Bereich gewahlt oder aber das ATG-Startkodon dele- 

tiert oder mutiert werden. 

e) Einbringen von DNA-oder Protein-bindende Faktoren gegen e-Cy- 
40 clase Gene, -RNAs oder Proteine 

Eine Verminderung einer 8-Cyclase Expression ist auch mit spezi- 
fischen DNA-bindenden Faktoren z.B. mit Faktoren vom Typ der 
Zinkfingertranskriptionsfaktoren mdglich. Diese Faktoren lagern 
45 sich an die genomische Sequenz des endogenen Zielgens, bevorzugt 
in den regulatorischen Bereichen, an und bewirken eine Venninde- 
r\mg der Expression. Entsprechende Verfahren zur Herstellung ent- 
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sprechender Faktoren sind beschrieben (Dreier B et al. (2001) J 
Biol Chem 276 (31) :29466-78; Dreier B et al. (2000) J Mol Biol 
303 (4) :489-502; Beerli RR et al. (2000) Proc Natl Acad Sci USA 
97 (4) :1495-1500; Beerli RR et al. (2000) J Biol Chem 
5 275(42) : 32617-32627; Segal DJ and Barbas CF 3rd. (2000) Curr Opin 
Chem Biol 4(l):34-39; Kang JS and Kim JS (2000) J Biol Chem 
275(12) : 8742-8748; Beerli RR et al. (1998) Proc Natl Acad Sci USA 
95 (25) :14628- 14633; Kim JS et al. (1997) Proc Natl Acad Sci USA 
94(8):3616 -3620; Klug A (1999) J Mol Biol 293 (2) : 215-218; Tsai 
10 SY et al . (1998) Adv Drug Deliv Rev 30 (1-3) :23-31; Mapp AK et al. 
(2000) Proc Natl Acad Sci USA 97 (8) :3930-3935; Sharrocks AD et 
al. (1997) Int J Biochem Cell Biol 29 (12) :1371-1387; Zhang L et 
al. (2000) J Biol Chem 275 (43) :33850-33860) . 

15 Die Selektion dieser Faktoren kann unter Verwendung eines belie- 
bigen Stiickes eines e-Cyclase-Gens erfolgen. Bevorzugt liegt die- 
ser Abschnitt im Bereich der Promotorregion. Fur eine Genunter- 
drtickung kann er aber auch im Bereich der kodierenden Exons oder 
Introns liegen. 

20 

Ferner kdnnen Faktoren in eine Zelle eingebracht werden, die die 
e-Cyclase selber inhibieren. Diese proteinbindenden Faktoren kon- 
nen z.B. Aptamere (Famulok M und Mayer G (1999) Curr Top Micro- 
biol Immunol 243:123-36) oder Antikorper bzw. Antikorperfragmente 
25 oder einzelkettige Antikorper sein. Die Gewinnung dieser Faktoren 
ist beschrieben (Owen M et al. (1992) Biotechnology (N Y) 
10(7) :790-794; Franken E et al. (1997) Curr Opin Biotechnol 
8(4) :411-416; Whitelam (1996) Trend Plant Sci 1:286-272). 

30 f ) Einbringen von den e-Cyclase RNA-Abbau bewirkenden viraleii 
NukleinsSuresequenzen und Expressionskonstrukten 

Die e-Cyclase Expression kann ef fektiv auch durch Induktion des 
spezifischen e-Cyclase RNA-Abbaus durch die Pflanze mit Hilfe 
35 eines viralen Expressionssystems (Amplikon; Angell SM et al. 

(1999) Plant J 20 (3) :357-362) realisiert werden. Diese Systeme - 
auch als "VIGS" (viral induced gene silencing) bezeichnet - brin- 
gen Nukleinsauresequenzen mit Homologie zu dem Transkript einer 
zu vermindernden e-Cyclase mittels viraler Vektoren in die 

40 Pflanze ein. Die Transkription wird sodann - vermutlich mediiert 
durch pflanzliche Abwehrmechani smen gegen Viren - abgeschaltet . 
Entsprechende Techniken und Verfahren sind beschrieben (Ratclif f 
F et al. (2001) Plant J 25 (2) :237-45; Fagard M und Vaucheret H 

(2000) Plant Mol Biol 43 (2-3) :285-93 ; Anandalakshmi R et al. 
45 (1998) Proc Natl Acad Sci USA 95 (22) : 13079-84; Ruiz MT (1998) 

Plant Cell 10 (6) : 937-46) . 
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Bevorzugt wird die VIGS-vermittelte Vermindeixtng unter Ver- 
wendung einer Sequenz realisiert, die im wesentlichen identisch 
ist zu zumindest einem Teil der Nukleinsauresequenz kodierend 
fur ein e-Cyclase, beispielsweise der Nukleinsauresequenz gemaS 
5 SEQ ID NO: 1 • 

g) Einbringen vori Konstrukten zur Erzeugung eines Funktions- 
verlustes oder einer Funktionsminderung an e— Cyclase-Genen 

10 Dem Fachmann sind zahlreiche Verfahren bekannt, wie genomische 
Sequenzen gezielt modifiziert werden konnen. Dazu zahlen ins- 
besondere Verfahren wie die Erzeugung von Knockout -Mutanten 
mittels gezielter homologen Rekombination z.B. durch Generierung 
von Stopp-Kodons , Verschiebungen im Leseraster etc. (Hohn B und 

IS Puchta H (1999) Proc Natl Acad Sci USA 96:8321-8323) oder die 
gezielte Deletion oder Inversion von Sequenzen mittels z.B. 
sequenzspezifischer Rekombinasen oder Nukleasen (s.u.) 

Die Verminderung der e-Cyclase-Menge , -Funktion und/oder 

20 -Aktivitat kann auch durch eine gezielte Insertion von Nuklein- 
sauresequenzen (z.B. der im Rahmen der erf indungsgemafien Ver- 
fahrens zu insertierenden Nukleinsauresequenz) in die Sequenz 
kodierend fttr eine e-Cyclase (z.B. mittels intermolekularer homo- 
loger Rekombination) realisiert werden, Im Rahmen dieser Aus- 

25 fiihrungsform verwendet man bevorzugt ein DNA-Konstrukt, das zu- 
mindest einen Teil der Sequenz eines e-Cyclasegens oder benachbar- 
ter Sequenzen umfasst, und so mit diesen in der Zielzelle gezielt 
rekoinbinieren kann, so dass durch eine Deletion, Addition oder 
Substitution mindestens eines Nukleotids das e-Cyclase-Gen so ver- 

30 andert wird, dass die Funktionalitat des £-Cyclase-Gens reduziert 
oder ganzlich aufgehoben wird; Die Veranderung kann auch die re- 
gulativen Elemente (z.B. den Promotor) des e-Cyclase-Gens betref- 
fen, so dass die kodierende Sequenz unverandert bleibt, eine Ex- 
pression (Transkription und/oder Translation) jedoch unterbleibt 

35 und reduziert wird. Bei der konventionellen homologen Rekombina- 
tion ist die zu insertierende Sequenz an ihrem 5'- und/oder 
3 ' -Ende von weiteren Nukleinsauresequenzen (A' bzw. B') flan- 
kiert, die eine ausreichende Lange und Homologie zu entsprechen- 
den Sequenzen des e-Cyclase-Gens (A bzw. B) ftir die Ermoglichung 

40 der homologen Rekombination aufweisen. Die Lange liegt in der Re- 
gel in einem Bereich von mehreren hundert Basen bis zu mehreren 
Kilobasen (Thomas KR und Capecchi MR (1987) Cell 51:503; Strepp 
et al. (1998) Proc Natl Acad Sci USA 95 (8) :4368-4373) . Ftir die 
homologe Rekombination wird die pflanzliche Zelle mit dem Rekom- 

45 binationskonstrukt unter Verwendung der unten beschriebenen Ver- 
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fahren transf ormiert und erfolgreich rekombinierte Klone basie- 
rend auf der infolge inaktivierten £-Cyclase selektioniert . 

In einer weiteren bevorzugten Ausftihrungsf orm wird die Ef fizienz 
5 der Rekombination gesteigert durch Kombination mit Ver fahren, 

die die homologe Rekombination fordern. Solche Ver fahren sind be- 
schrieben und umfassen beispielhaft die Expression von Proteinen 
wie RecA oder die Behandlung mit PARP-Inhibitoren. Es konnte ge- 
zeigt werden, dass die intrachromosomale homologe Rekombination 

10 in Tabakpf lanzen durch die Verwendung von PARP-Inhibitoren erhSht 
werden kann (Puchta H et al. (1995) Plant J 7:203-210). Durch den 
Einsatz dieser Inhibitoren kann die Rate der homologen Rekombina- 
tion in den Rekombinationskonstrukten nach Induktion des sequenz- 
spezifischen DNA-Doppelstrangbruches und damit die Effizienz der 

15 Deletion der Trans gens equenz en weiter erhdht werden. Verschiedene 
PARP Inhibitoren konnen dabei zum Einsatz kommen. Bevorzugt um- 
fasst sind Inhibitoren wie 3-Aminobenzamid, 8 -Hydroxy- 2 -me t hy 1 - 
quinazolin-4-on (NU1025) , 1, llb-Dihydro- [2H]benzopyrano- 
[4,3,2-de]isoquinolin-3-on (GPI 6150), 5-Aminoisoquinolinon, 

20 3 , 4-Dihydro-5- [4- ( 1-piperidinyl ) butoxy ] -1 (2H) -is oquino 1 inon 

Oder die in WO 00/26192, WO 00/29384, WO 00/32579, WO 00/64878, 
WO 00/68206, WO 00/67734, WO 01/23386 und WO 01/23390 beschrie- 
benen Substanzen. 

25 Weitere geeignete Methoden sind die Einfiihrung von Nonsense-Muta- 
tionen in endogene Markerprotein Gene zum Beispiel mittels Ein- 
ftlhrung von RNA/DNA-Oligonukleotiden in die Pflanze (Zhu et al. 
(2000) Nat Biotechnol 18 ( 5) : 555-558) oder die Generierung von 
Knockout-Mutanten mit Hilfe von z.B. T-DNA-Mu t agene s e (Koncz 

30 et al., Plant Mol. Biol. 1992, 20 (5) :963-976) . Punktmutationen 
kdnnen auch mittels DNA-RNA Hybriden erzeugt werden, die auch als 
"chimeraplasty" bekannt sind (Cole-Strauss et al. (1999) Nucl 
Acids Res 27 (5) : 1323-1330; Kmiec (1999) Gene therapy American 
Scientist 87(3) : 240-247) . 

35 

Die Methoden der dsRNAi, der Kosuppression mittels sense-RNA. 
■und der "VTGS" ("virus induced gene silencing ") werden auch als 
"post-transcriptional gene silencing" (PTGS) oder transcriptional 
gene silencing" (TGS) bezeichnet. PTGS/TGS-Verf ahren sind beson- 

40 ders vorteilhaft, weil die Anforderungen an die Homologie zwi- 
schen dem zu vermindernden Markerprotein-Gen und der transgen ex- 
primierten sense- oder dsRNA-Nukleinsauresequenz geringer sind 
als beispielsweise bei einem klassischen antisense-Ansatz. So 
kann man unter Verwendung der Markerprotein-Nukleinsauresequenzen 

45 aus einer Art auch die Expression von homologen Markerprotein- 
Proteinen in anderen Arten effektiv vermindern, ohne, dass die 
Isolierung und Strukturaufklarung der dort vorkommenden Marker- 
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protein-Homologen zwingend erforderlich ware. Dies erleichtert 
erheblich den Arbeit sauf wand. 

In einer besonders bevorzugten Ausftihrungsf orm des erf indungs- 
5 gemaSen Verfahrens erfolgt die Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat 
gegenuber dem Wildtyp durch: 

a) Einbringen mindestens einer doppelstrMngigen e-Cyclase Ribo- 
nukleinsauresequenz oder einer deren Expression gewShrlei- 

10 stenden Expressionskassette oder Expressionskassetten in 

Pflanzen und/oder 

b) Einbringen mindestens einer e-Cyclase antisense-Ribonuklein- 
sauresequenzen oder einer deren Expression gewahrleistenden 

15 Expressionskassette in Pflanzen. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausftihrungsf orm erfolgt die 
Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat gegentiber dem Wildtyp durch 
Einbringen mindestens einer doppelstrangigen e-Cyclase Ribonu- 
20 kleinsauresequenz oder einer deren Expression gewahrleistenden 
Expressionskassette oder Expressionskassetten in Pflanzen. 

In einer bevorzugten Ausftthrungsform werden genetisch veranderte 
Pflanzen verwendet> die in Bluten die geringste Expressionsrate 
25 einer e-Cyclase aufweisen. 

Dies wird bevorzugt dadurch erreicht, dass die Reduzierung der 
e-Cyclase-Aktivitat blutenspezif isch, besonders bevorzugt blttten- 
blattspezif isch erfolgt. 

30 

In der vorstehend beschriebenen, besonders bevorzugten Aus- 
ftthrungsform wird dies dadurch erreicht, dass die Transkription 
der e-Cyclase-dsRNA-Sequenzen unter Kontrolle eines bltitenspezif i- 
schen Promotors oder noch bevorzugter unter Kontrolle eines bltt- 
35 tenblattspezifischen Promotors erfolgt. 

Besonders bevorzugt werden im erf indungsgemaSen Verfahren gene- 
tisch veranderte Pflanzen mit folgende Kombinationen genetischer 
VerSnderungen verwendet: 



40 



Genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine 
erhohte oder verursachte Ketolase-Aktivitat in Bliitenblattern und 
eine erhohte Hydroxylase-Aktivit&t aufweisen, 



45 



• • 

36 

genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich 211m Wildtyp eine 
erhohte oder verursachte Ketolase-Aktivitat in Bliitenblattern und. 
eine erhohte {J-Cyclase-Aktivitat aufweisen, 

5 genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine 
erhohte oder verursachte Ketolase-Aktivitat in Bliitenblattern und 
eine reduzierte e-Cyclase-Aktivitat aufweisen, 

genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine 
10 erhohte oder verursachte Ketolase-Aktivitat in Biatenblattern und 
eine erhohte Hydroxylase-Aktivitat und eine erhohte (J-Cyclase- 
Aktivitat aufweisen, 

genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine 
15 erhehte oder verursachte Ketolase-Aktivitat in Bliitenblattern und 
eine erhohte Hydroxylase-Aktivitat und eine reduzierte e-Cyclase- 
Aktivitat aufweisen, 

genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine 
20 erhohte oder verursachte Ketolase-Aktivitat in Biatenblattern und 
eine erhohte p-Cyclase-Aktivitat und eine reduzierte e-Cyclase- 
Aktivitat aufweisen, sowie 

genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine 
25 erhohte oder verursachte Ketolase-Aktivitat in Bliitenblattern und 
eine erhShte Hydroxylase-Aktivitat und eine erhohte p-Cyclase- 
Aktivitat und eine reduzierte e-Cyclase-Aktivitat aufweisen. 

Die Herstellung dieser genetisch veranderten Pflanzen kann, wie 
30 nachstehend beschrieben, beispielsweise durch Einbringen einzel- 
ner Nukleinsaurekonstrukte (Expressionskassetten) oder durch Ein- 
bringen von Mehrfachkonstrukten erfolgen, die bis zu zwei, drei 
oder vier der beschriebenen Aktivitaten enthalten. 

35 Im erfindungsgemaSen Verf ahren zur Herstellung von Ketocarotinoi- 
den wird vorzugsweise dem Kultivierungsschritt der genetisch ver- 
anderten Pflanzen, im folgenden auch transgene Pflanzen bezeich- 
net, ein Ernten der Pflanzen und ein Isolieren von Ketocarotinoi- 
den aus den Biatenblattern der Pflanzen angeschlossen. 

40 

Die transgenen Pflanzen werden in an sich bekannter Weise 
auf Nahrboden gezogen und entsprechend geerntet. 

Die Isolierung von Ketocarotinoiden aus den geernteten Bliiten- 
45 biattern erfolgt in an sich bekannter Weise, beispielsweise 

durch Trocknung und anschlieSender Extraktion und gegebenenf alls 
weiterer chemischer oder physikalischer Reinigungsprozesse, wie 
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beispielsweise Fallungsmethoden, Kristallographie, thermische 
Trennverfahren, wie Rektif izierverfahren oder physikalische 
Trennverfahren, wie beispielsweise Chromatographic . Die Iso- 
lierung von Ketocarotinoiden aus den Bltitenblattern erfolgt 
5 beispielsweise bevorzugt durch organische Losungsmittel wie 
Aceton, Hexan, Ether oder tert .-Me thy lbutyl ether . 

Weitere Isolierverfahren von Ketocarotinoiden, insbesondere aus 
Bltttenbiattern, sind beispielsweise in Egger und Kleinig (Phyto- 
10 chemistry (1967) 6, 437-440) und Egger (Phytochemistry (1965) 4, 
609-618) beschrieben. 

Vorzugsweise sind die Ketocarotinoide ausgewShlt aus der Gruppe 
Astaxanthin, Canthaxanthin, Echinenon, 3 -Hydr oxyechinenon , 
15 3 ' -Hydr oxyechinenon, Adonirubin und Adonixanthin. 

Ein besonders bevorzugtes Ketocarotinoid ist Astaxanthin. 

Die Ketocarotinoide fallen im erf indungsgema£en Verfahren in 
20 Brcitenbiattern in Form ihrer Mono- oder Diester mit Fettsauren 
an, Einige nachgewiesene Ffcttsauren sind z.B. Myristinsaure, 
Palmitinsaure, StearinsSure, Qlsaure, Linolensaure, und Laurin- 
. saure (Kamata und Simpson (1987) Comp. Biochem. Physiol. Vol. 
86B(3) , 587-591) . 

25 

Im f olgenden wird exemplarisch die Herstellung genetisch veran- 
derter Pflanzen iait erhohter oder verursachter Ketolase-Aktivitat 
in Bltttenblattern beschrieben. Die ErhShung weiterer Aktivitaten, 
wie beispielsweise der Hydroxylase-Aktivitat und/oder der {J-Cy- 

30 clase-Aktivitat kann analog unter Verwendung von Nukleinsaurese- 
quenzen kodierend eine Hydroxylase bzw. P-Cyclase ans telle von Nu- 
kleinsauresequenzen kodierend eine Ketolase erfolgen. Die Redu- 
zierung weiterer Aktivitaten, wie beispielsweise die Reduzierung 
der e-Cyclase-Aktivitat kann analog unter Verwendung von 

35 anti-e-Cyclase-Nuldeinsauresequenzen oder e-Cyclase-Inverted-Re- 
paet-Nukleinsauresequenz anstelle von Nukleinsauresequenzen ko- 
dierend eine Ketolase erfolgen. Die Transformation kann bei den 
Kombinationen von genetischen Veranderungen einzeln oder durch 
Mehrfachkonstrukte erfolgen. 

40 

Die Herstellung der transgenen Pflanzen erfolgt vorzugsweise 
. durch Transformation der Ausgangspf lanzen, mit einem Nukleinsau- 
rekonstrukt, das die vorstehend beschriebenen Nukleinsauren co- 
dierend eine Ketolase enthalt, die mit einem oder mehreren Re- 
45 gulationssignalen funktionell verknttpft sind, die die Transkrip- 
tion und Translation in Pflanzen gewahrleisten. 
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Diese Nukleinsaurekonstrukte, in denen die kodierende Nuklein- 
sauresequenz mit einem oder mehreren Regulationssignalen funktio- 
nell verkntipf t sind, die die Transkription und Translation in 
Pflanzen gewahrleisten , werden im folgenden auch Express ionskas- 
5 setten genannt . 

Vorzugsweise enthalten die Regulationssignale einen oder mehrere 
Promotoren, die die Transkription und Translation in Pflanzen ge- 
wahrleisten. 

10 

Die Expressionskassetten beinhalten Regulationssignale, also re- 
gulative Nukleinsauresequenzen, welche die Expression der kodie- 
renden Sequenz in der Wirtszelle steuern. Gemafi einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform umfasst eine Expressionskassette stromaufw&rts, 

15 d.h. am S'-Ende der kodierenden Sequenz, einen Promotor und stro- 
mabwarts, d.h. am 3'-Ende, ein Polyadenylierungssignal und gege- 
beiienfalls weitere regulatorische Elemente, welche mit der dazwi- 
schenliegenden kodierenden Sequenz fttr mindestens eines der vor- 
stehend beschriebenen Gene operativ verkntipf t sind. Unter einer 

20 operativen Verknupfung versteht man die sequenzielle Anordnung 
von Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und ggf . weiterer 
regulativer Elemente derart, das jedes der regulativen Elemente 
seine Funktion bei der Expression der kodierenden Sequenz bestim- 
mungsgemafi erftillen kann. 

25 

Im folgenden werden beispielhaf t die bevorzugten Nukleinsaurekon- 
strukte, Expressionskassetten und Vektoren ftir Pflanzen und Ver- 
f ahren zur Herstellung von transgenen Pflanzen, sowie die trans - 
genen Pflanzen selbst beschrieben. 

30 

Die zur operativen Verkntipfung bevorzugten aber nicht darauf be- 
schrankten Sequenz en sind Targeting-SeqUenzen zur Gewahrleistung 
der subzelluiaren Lokalisation im Apoplasten, in der Vakuole, in 
Plastiden, im Mitochondrium, im Endoplasmatischen Retikulum (ER) , 
35 im Zellkern, in OlkSrperchen oder anderen Kompartimenten und 

Translationsverstarker wie die 5 ' -FCihrungs sequenz aus dem Tabak- 
Mosaik-Virus (Gallie et al., Nucl. Acids Res. 15 (1987), 
8693 -8711) . 

40 Als Promotoren der Expressionskassette ist grundsatzlich jeder 
Promotor geeignet, der die Expression von Fremdgenen in Pflanzen 
steuern kann. 
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"Konstitutiver" Promoter meint solche Promotoren, die eine 
Expression in zahlreichen, bevorzugt alien, Geweben uber einen 
grofieren Zeitraum der Pf lanzenentwicklung, bevorzugt zu alien 
Zeitpunkten der Pf lanzenentwicklung, gewahrleisten. 

5 

Vorzugsweise verwendet man insbesondere einen pflanzlichen Promo- 
tor oder einen Promotor, der einem Pf lanzenvirus entstammt. Ins- 
besondere bevorzugt ist der Promotor des 35S-Transkriptes des 
CaMV Blumenkohlmosaikvirus (Franck et al. (1980) Cell 21:285-294; 
10 Odell et al. (1985) Nature 313:810-812; Shewmaker et al. (1985) 
Virology 140:281-288; Gardner et al. (1986) Plant Mol Biol 
6:221^228) oder der 19S CaMV Promotor (US 5,352,605; 
WO 84/02913; Benfey et al. (1989) EMBO J 8:2195-2202). 

15 Ein weiterer geeigneter konstitutiver Promotor ist der pds Promo- 
ter (Pecker et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci USA 89: 
4962-4966) oder der "Rubisco small subunit (SSU) "-Promotor 
(US 4,962,028), der LeguminB-Promotor (GenBank Acc.-Nr. X03677) , 
der Promotor der Nopalinsynthase aus Agrobacterium, der TR-Dop- 

20 pelpromotor, der OCS (Octopin Synthase) Promotor aus Agrobacte- 
rium, der Ubiquitin Promotor (Holtorf S et al. (1995) Plant Mol 
Biol 29:637-649), den Ubiquitin 1 Promotor (Christensen et al. 
(1992) Plant Mol Biol 18:675-689; Bruce et al. (1989) Proc Natl 
Acad Sci USA 86:9692-9696), den Smas Promotor, den Cinnamyl- 

25 alkoholdehydrogenase-Promotor (US 5,683,439), die Promotoren der 
vakuolarer ATPase Untereinheiten oder der Promotor eines prolin- 
reichen Proteins aus Weizen (WO 91/13991) , der Pnit-Promoter 
(Y07648.L, Hillebrand et al. (1998), Plant. Mol. Biol. 36, 89-99, 
Hillebrand et al. (1996), Gene, 170, 197-200) sowie weitere 

30 Promotoren von Genen, deren konstitutive Expression in Pflanzen 
- dem Fachmann bekannt ist. 

Die Expressionskassetten konnen auch einen chemisch induzierbaren 
Promotor enthalten (Ubersichtsartikel: Gatz et al. (1997) Annu 

35 Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 48:89-108), durch den die Ex- 
pression des Ketolase-Gens in der Pf lanze zu einem bestimmten 
Zeitpunkt gesteuert werden kann. Derartige Promotoren, wie z.B. 
der PRP1 Promotor (Ward et al. (1993) Plant Mol Biol 22:361-366), 
durch SalicylsSure indufcierbarer Promotor (WO 95/19443), ein 

40 durch Benzolsulfonamid-induzierbarer Promotor (EP 0 388 186), ein 
durch Tetrazyklin-induzierbarer Promotor (Gatz et al. (1992) 
Plant J 2:397-404), ein durch AbscisinsSure induzierbarer Promo- 
tor (EP 0 335 528) bzw. ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon- in- 
duzierbarer Promotor (WO 93/21334) konnen ebenfalls verwendet 

45 werden. 
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Ferner sind Promotoren bevorzugt, die durch biotischen oder abio- 
tischen Stress induziert werden wie beispielsweise der pathogen- 
induzierbare Promotor des PRPl-Gens (Ward et al. (1993) Plant Mol 
Biol 22:361-366), der hitzeinduzierbare hsp70- oder hsp80-Promo- 
5 ter aus Tomate (US 5,187,267), der kaiteinduzierbare alpha-Amy- 
lase Promoter aus der Kartoffel (WO 96/12814), der licht-indu- 
zierbare PPDK Promotor oder der verwundungsinduzierte pinll-Pro- 
moter (EP375091) . 

10 Pathogen- induzierbare Promotoren umfassen die von Genen, die in- 
folge eines Pathogenbe falls induziert werden wie beispielsweise 
Gene von PR-Proteinen, SAR-Proteinen, b-1, 3-Glucanase, Chitinase 
usw. (beispielsweise Redolfi et al. (1983) Neth J Plant Pathol 
89:245-254; Uknes, et al, (1992) The Plant Cell 

15 4:645-656; Van Loon (1985) Plant Mol Viral 4:111-116; Marineau et 
al. (1987) Plant Mol Biol 9:335-342; Matton et al. (1987) Molecu- 
lar Plant-Microbe Interactions 2:325-342; Somssich et al . (1986) 
Proc Natl Acad Sci USA 83:2427-2430; Somssich et al. (1988) Mol 
Gen Genetics 2:93-98; Chen et al. (1996) Plant J 10:955-966; 

20 Zhang and Sing (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:2507-2511; 

Warner, et al. (1993) Plant J 3:191-201; Siebertz et al. (1989) 
Plant Cell 1:961-968(1989). 

Itof asst sind auch verwundungs- induzierbare Promotoren wie der 
25 des pinll Gens (Ryan (1990) Ann Rev Phytopath 28:425-449; Duan 
et al. (1996) Nat Biotech 14:494-498), des wunl und wun2-Gens 
(US 5,428,148), des winl- und win2-Gens (Stanford et al. (1989) 
Mol Gen Genet 215:200-208), des Systemin (McGurl et al. (1992) 
Science 225:1570-1573), des WIPl-Gens (Rohmeier et al. (1993) 
30 Plant Mol Biol 22:783-792; Ekelkamp et al. (1993) FEBS Letters 
323:73-76), des MPI-Gens (Corderok et al . (1994) The Plant J 
6(2) :141-150) und dergleichen. 

Weitere geeignete Promotoren sind beispielsweise fruchtreifung- 
35 spezifische Promotoren, wie beispielsweise der fruchtreifung- 
spezifische Promotor aus Tomate (WO 94/21794, EP 409 625). 
EntwicklungsabhMngige Promotoren schlieSt zum Teil die gewebe- 
spezifischen Promotoren ein, da die Ausbildung einzelner Gewebe 
naturgemaS entwicklungsabhangig erfolgt. 

40 

Weiterhin sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt, die die 
Expression in Geweben oder Pf lanzenteilen sicherstellen, in denen 
beispielsweise die Biosynthese von Ketocarotinoiden bzw. dessen 
Vorstufen stattfindet. Bevorzugt sind beispielsweise Promotoren 
45 mit Spezifitaten ftir die Antheren, Ovarien, Petalen, Sepalen, 
Blttten, Blatter, Stengel und Wurzeln und Kombinationen hieraus. 
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Knollen-, Speicherwurzel- oder Wurzel-spezif ische Promotoren sind 
beispielsweise der Patatin Promotor Klasse I (B33) oder der Pro- 
motor des Cathepsin D Inhibitors aus Kartoffel. 

5 Blattspezifische Promotoren sind beispielsweise der Promotor 
der cytosolischen FBPase aus Kartoffel (WO 97/05900), der SSU 
Promotor (small subunit) der Rubisco (Ribulose-1, 5-bisphosphat- 
carboxylase) oder der ST-LSI Promotor aus Kartoffel (Stockhaus 
et al. (1989) EMBO J 8 : 2445-2451) . 

10 

Bltitenspezif ische Promotoren sind beispielsweise der Phytoen 
Synthase Promotor (WO 92/16635) oder der Promotor des P-rr Gens 
(WO 98/22593) oder der AP3 Promoter aus Arabidopsis thaliana 
(siehe Beispiel 1) . 

15 

Antheren-spezif ische Promotoren sind beispielsweise der 5126- 
Promotor (US 5,689,049, US 5,689,051), den glob-1 Promotor oder 
der g-Zein Promotor. 

20 Weitere zur Expression in Pflanzen geeignete Promotoren sind 

beschrieben in Rogers et al. (1987) Meth in Enzymol 153:253-277; 
Schardl et al. (1987) Gene 61:1-11 und Berger et al. (1989) Proc 
Natl Acad Sci USA 86:8402-8406). 

25 Alle in der vorliegenden Anmeldung beschriebenen Promotoren er- 
moglichen in der Regel die Expression der Ketolase in Bliitenblat- 
tern der erf indungsgem&fien Pflanzen. 

Besonders bevorzugt im erf indungsgemafien Verfahren sind konstitu- 
30 tive, bltitenspezif ische und insbespndere bltitenblattspezif ische 
Promotoren. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher insbesondere ein 
NukleinsSurekonstrukt, enthaltend funktionell verkniipf t einen 
35 bltitenspezifischen oder insbesondere einen bltitenblattspezi- 
fischen Promotor und eine Nukleinsaure codierend eine Ketolase. 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt vorzugsweise 
durch Fusion* eines geeigneten Promotors mit einer vorstehend be- 

40 schriebenen Nukleinsaure kodierend eine Ketolase und vorzugsweise 
einer zwischen Promotor und NukleinsMure-Sequenz inserierten 
Nukleinsaure, die ftxr ein plastidenspezif isches Transitpeptid 
kodiert, sowie einem Polyadenylierungssignal nach gangigen 
Rekombinations- und Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise 

45 in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. En- 
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quist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, P.M. et al. f 
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. 
and Wiley- Interscience (1987) beschrieben sind. 

5 

Die vorzugsweise insertierte Nukleinsauren kodierend ein plasti- 
dares Trans itpept id, gewahrleisten die Lokalisation in Plastiden 
und insbesondere in Chromoplasten. 

10 Es k6nnen auch Expressionskassetten verwendet werden, deren 
Nukleinsaure-Sequenz fur ein Ketolase-Fusionsprotein kodiert, 
wobei ein Teil des Fusionsproteins ein Transitpeptid ist, das 
die Translokation des Polypeptides steuert. Bevorzugt sind fiir 
die Chromoplasten spezifische Transitpeptide, welche nach Trans- 

15 lokation der Ketolase in die Chromoplasten vom Ketolase-Teil 
enzymatisch abgespalten werden. 

Insbesondere bevorzugt ist das Transitpeptid, das von der plasti- 
daren Nicotiana tabacum Transketolase oder einem anderen Transit- 
20 peptid (z.B. dem Transitpeptid der kleinen Untereinheit der Rubi- 
sco (rbcS) oder der Ferredoxin NADP Oxidoreduktase als auch der 
Isopentenylpyrophosphat Isomerase-2) oder dessen funktionellem 
Equivalent abgeleitet ist. 

25 Besonders bevorzugt sind Nukleinsaure-Sequenz en von drei 

Kassetten des Plastiden-Transitpeptids der plastidaren Trans- 
ketolase aus Tabak in drei Leserastern als KpnI/BamHI Fragmente 
mit einem ATG-Codon in der Ncol Schnittstelle: 

30 pTP09 

KpnI_GGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTGACTC 
CCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTT 
ATCCAATCCC^VATATCACC^CCTCCCGCC^^ 
3 5 TAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCTGAGCTGCAACCGAAACCATAG^ 
TCCJBamHI 

pTPlO 

40 KpnI_GGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTCACTCTCTC 

CCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTTCTTCTC 
ATCC^TCCCAATAT(^C<^CCTCCCGCCGCCGTACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCC 
TAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCTCAGCTGCAACCGAAACCATAGAGAAAACTGA 
GATCC_JBamHI 

45 
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pTPll 



KpnI_GGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTCACTCTCTCTCAAGCT 
CCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCT 
5 ATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCC 

TAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCTCAGCTGCAACCGAAA 
ATCC_BamHI 

Weitere Beispiele fUr ein plastidares Transitpeptid sind das 
10 Transitpeptid der plastidMren Isopentenyl-pyrophosphat Isome- 

rase-2 (IPP-2) aus Arabisopsis thaliana und das Transitpeptid der 
kleinen Untereinheit der Ribulosebisphosphat Carboxylase (rbcS) 
aus Erbse (Guerineau, F, Woolston, S, Brooks, L, Mullineaux, P 
(1988) An expression cassette for targeting foreign proteins into 
15 the chloroplasts . Nucl. Acids Res. 16: 11380). 

Die erfindungsgemSSen Nukleinsauren konnen synthetisch her- 
gestellt oder naturlich gewonnen sein oder eine Mischung aus 
synthetischen und nattirlichen Nukleinsaure-Bestandteilen ent- 
20 halten, sowie aus verschiedenen heterologen Genabschnitten 
verschiedener Organismen bestehen. 

Bevorzugt sind, wie vorstehend beschrieben, synthetische Nukleo- 
tid-Sequenzen mit Kodons, die von Pflanzen bevorzugt werden. 
25 Diese von Pflanzen bevorzugten Kodons konnen aus Kodons mit der 
hochsten Proteinh&uf igkeit bestimmt werden, die in den meisten 
interessanten Pf lanzenspezies exprimiert werden. 

Bei der Preparation einer Expressionskassette kSnnen verschiedene 
30 DNA-Fr agment e manipuliert werden, urn eine Nukleotid-Sequenz zu 
erhalten, die zweckmaSigerweise in der korrekten Richtung liest 
und die mit einem korrekten Leseraster ausgestattet ist. Far die* 
Verbindung der DNA-Fragmente miteinander konnen an die Fragment e 
Adaptoren oder Linker angesetzt werden. 



ZweckmaSigerweise konnen die Promotor- und die Terminator-Regio- 
nen in Transkriptionsrichtung mit einem Linker oder Polylinker, 
der eine oder mehrere Restriktionsstellen ftir die Insertion die- 
ser Sequenz enthalt, versehen werden. In der Regel hat der Linker 

40 1 bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 6 Restriktions- 
stellen. Im allgemeinen hat der Linker innerhalb der regulatori- 
schen Bereiche eine Gr6Se von weniger als 100 bp, haufig weniger 
als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der Promotor kaiui sowohl nativ 
bzw. homolog als auch fremdartig bzw. heterolog zur Wirtspflanze 

45 sein. Die Expressionskassette beinhaltet vorzugsweise in der 
5 i -.3 ' -Transkriptionsrichtung den Promotor, eine kodierende 
Nukleinsauresequenz oder ein Nukleinsaurekonstrukt und eine 
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Region fur die transkriptionale Termination. Verschiedene 
Terminationsbereiche sind gegeneinander beliebig austauschbar . 

Beispiele fiir einen Terminator sind der 35S-Terminator (Guerineau 
5 et al. (1988) Nucl Acids Res. 16: 11380), der nos Terminator 

(Depicker A, Stachel S, Dhaese P, Zambryski F, Goodman HM. Nopa- 
line synthase: transcript mapping and DNA sequence. J Mol Appl 
Genet. 1982;1(6) :561-73) oder der ocs Terminator (Gielen, J, de 
Beuckeleer, M, Seurinck, J, Debroek, H, de Greve, H, Lemmers, M, 
10 van Montagu, M, Schell, J (1984) The complete sequence of the TL- 
DNA of the Agrobacterium tumefaciens plasmid pTiAchS. EMBO J. 3: 
835-846). 

Ferner konnen Manipulationen, die passende Restriktionsschnitt- 
15 stellen bereitstellen oder die tiberf ltissige DNA oder Restrikti- 
onsschnittstellen entfernen, eingesetzt werden. Wo Insertionen, 
Deletionen oder Substitutionen wie z.B. Transitionen und Trans - 
versionen in Frage kommen, konnen in vitro-Mutagenese, "primer- 
repair" , Restriktion oder Ligation verwendet werden. 

20 

Bei geeigneten Manipulationen, wie z.B. Restriktion, "chewing- 
back" oder Auf ftillen von Uberhangen fiir "bluntends", konnen kom- 
plementare Enden der Fragmente fiir die Ligation zur Verfugung ge- 
stellt werden. 

25 

Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Polyadeny- 
lierungssignale, vorzugsweise solche, die im wesentlichen T— DNA- 
Polyadenylierungssignale aus Agrobacterium tumefaciens, ins- 
besondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) des Ti-Plasmids 
30 pTiACHS entsprechen (Gielen et al., EMBO J. 3 (1984), 835 ff) 
oder funktionelle &<iuivalente . 

Die tibertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pf lanze wird 
als Transformation bezeichnet. 

35 

Dazu konnen an sich bekannte Methoden zur Transformation und Re- 
generation von Pflanzen aus Pf lanzengeweben oder Pf lanzenzellen 
zur trans i, en ten oder stabilen Transformation genutzt werden. 

40 Geeignete Methoden zur Transformation von Pflanzen sind die Pro- 
toplastentransformation durch Polyethylenglykol-induzierte DNA- 
Aufnahme, das biolistische Verfahren mit der Genkanone - die so- 
genannte particle bombardment Methode, die Elektroporation, die 
Inkubation trockener Embryonen in DNA-haltiger Ldsung, die Mikro- 

45 injektion und der, vorstehend beschriebene, durch Agrobacterium 
vermittelte Gentransfer. Die genannten Verfahren sind beispiels- 
weise in B. Jenes et al., Techniques for Gene Transfer, in: 
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Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausge- 
geben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press (1993), 128-143 so- 
wie in Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 
(1991), 205-225) beschrieben. 

5 

Vorzugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor 
kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu trans - 
formieren, beispielsweise pBinl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 
12 (1984), 8711) oder besonders bevorzugt pSUN2, pSUN3, pSUN4 
10 oder pSUN5 (WO 02/00900). 

Mit einem Express ionsplasmid trans formierte Agrobakterien kdnnen 
in bekannter Weise zur Transformation von Pf lanzen verwendet wer- 
den, z.B. indem verwundete Blotter oder Blattstticke in einer 
15 Agrobakterienldsung gebadet und anschliefcend in geeigneten Medien 
kultiviert werden. 

Zur bevorzugten Herstellung von genetisch ver^nderten Pflanzen, 
im folgenden auch transgene Pf lanzen bezeichnet, wird die fusio- 

20 nierte Expressionskassette, die eine Ketolase exprimiert, in 

einen Vektor, beispielsweise pBinl9 oder insbesondere pSUN2 klo- 
niert, der geeignet ist, in Agrobacterium tumefaciens trans for- 
miert zu werden Mit einem solchen Vektor trans formierte Agrobak- 
terien koimen dann in bekannter Weise zur Transformation von 

25 Pf lanzen, insbesondere von Kulturpf lanzen verwendet werden, indem 
beispielsweise verwundete Blatter oder Blattstticke in einer Agro- 
bakterienldsung gebadet und anschlieSend in geeigneten Medien 
kultiviert werden. 

30 Die Transformation von Pf lanzen durch Agrobakterien ist unter an- 
derem bekannt aus F.F. White, Vectors for Gene Transfer in Higher 
Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utiliza- 
tion, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press, 
1993, S. 15-38. Aus den trans formier ten Zellen der verwundeten 

35 Blatter bzw. Blattstticke kannen in bekannter Weise transgene 
Pflanzen regeneriert werden, die ein in die Expressionskassette 
integriertes Gen fur die Expression einer Nukleinsaure codierend 
eine Ketolase enthalten. 

40 Zur Transformation einer Wirtspflanze mit einer ftir eine Ketolase 
kodierenden Nukleinsaure wird eine Expressionskassette als Inser- 
tion in einen rekombinanten Vektor eingebaut, dessen Vektor-DNA 
zusatzliche funktionelle Regulationssignale, beispielsweise Se- 
guenzen ftir Replikation oder Integration enthait. Geeignete Vek- 

45 toren sind unter anderem in "Methods in Plant Molecular Biology 
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and Biotechnology" (CRC Press), Kap. 6/7, S. 71-119 (1993) be- 
schrieben. 

Unter Verwendung der oben zitierten Rekombinations- und 
5 Klonierungstechniken konnen die Expressionskassetten in geeignete 
Vektoren kloniert werden, die ihre Vennehrung, beispielsweise 
in E. coli, ermSglichen. Geeignete Klonierungsvektoren sind u.a. 
PJIT117 (Guerineau et al. (1988) Nucl. Acids Res. 16 111380), 
pBR332, pUC-Serien, Ml3mp-Serien und pACYC184. Besonders geeignet 
10 sind binare Vektoren, die sowohl in E. coli als auch in Agrobak- 
terien replizieren konnen. 

Dabei kann je nach Wahl des Promotors die Expression konstitutiv 
oder vorzugsweise spezifisch in den Bltitenblattern erfolgen. 

15 

Dementsprechend betrif f t die Erfindung f erner ein Verfahren zur 
Herstellung von genetisch veranderten Pf lanzen, dadurch gekenn- 
zeichnet, das man ein Nukleinsaurekonstrukt , enthaltend funktio- 
nell verkntipft einen bltitenspezif ischen Promotor und Nukleinsau- 
20 ren kodierend eine Ketolase in das Genom der Ausgangspf lanze ein- 
f tihrt . 

Die Erfindung betrifft ferner die genetisch veranderten Pflanzen, 
wobei die genet ische Veranderung die Aktivi tat einer Ketolase in 
25 Bltitenblattern, 

A fiir den Fall, das die Wildtyppf lanze bereits eine Ketolase- 
Aktivitat in Bltitenblattern aufweist, gegentiber dem Wildtyp 
erhdht und 

30 

B fttr den Fall, das die Wildtyppf lanze keine Ketolase-Aktivitat 
in Bltitenblattern aufweist, gegeniiber dem Wildtyp verursacht. 

Wie vorstehend ausgeftihrt erf olgt die Erhohung oder Verursachung 
35 der Ketolase-Aktivitat gegentiber dem Wildtyp vorzugsweise durch 
eine Erhohung oder Verursachung der Genexpression einer Nuk- 
leinsaure codierend eine Ketolase. 

In einer weiter bevorzugten Ausfiihrungsf orm erf olgt, wie vorste- 
40 hend ausgef tihrt, die Erhdhung oder Verursachung der Genexpression 
einer Nukleinsaure codierend eine Ketolase durch Einbringen von 
Nukleins&uren codierend eine Ketolase in die Pflanzen und damit 
vorzugsweise durch Uberexpression oder transgene Expression von 
NukleinsSuren codierend eine Ketolase. 

45 
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Bevorzugte transgene Pflanzen, die als Wildtyp keine Ketolaseak- 
tivitat in den Blutenblattern aufweisen, enthalten, wie vorste- 
hend erwahnt , mindestens ein transgene Nukleinsaure, kodierend 
eine Ketolase. 

5 

Besonders bevorzugte , genetisch veranderte Pflanzen weisen, wie 
vorstehend erwahnt, zusatzlich eine erhohte Hydroxlase-Aktivitat 
und/oder p-Cyclase-Aktivitat gegenuber einer Wildtyppf lanze auf . 
Weiter bevorzugte Ausfiihrungsf ormen sind vorstehend im 
10 erf indungsgemafcen Verfahren beschrieben. 

Weiter bevorzugte, genetisch veranderte Pflanzen weisen, wie vor- 
stehend erwahnt, zusatzlich eine reduzierte e-Cyclase-Aktivitat 
gegenuber einer Wildtyppf lanze auf. Weiter bevorzugte Ausftih- 
15 rungs f ormen sind vorstehend im erf indungsgemaSen Verfahren be- 
schrieben. 

Unter Pflanzen werden erf indungsgemafi vorzugsweise Pflanzen 
verstanden, die als Wildtyp in Blutenblattern Chromoplasten auf- 

20 weisen. Weiter bevorzugte Pflanzen weisen als Wildtyp in den Blti- 
tenbiattern zusatzlich Carotinoide, insbesondere fi-Carotin, Zea- 
xanthin, Violaxanthin oder Lutein auf. Weiter bevorzugte Pflanzen 
weisen als Wildtyp in den Blfttenbiattern zusatzlich eine p-Cy- 
clase-Aktivitat auf . Weiter bevorzugte Pflanzen weisen als Wild- 

25 typ in den Blutenblattern zusatzlich eine Hydroxylase-Aktivitat 



Besonders bevorzugte Pflanzen sind Pflanzen ausgewahlt aus den 
Familien Ranunculaceae, Berber idaceae, Papaveraceae , Cannabaceae, 
30 Rosaceae, Fabaceae, Linaceae, Vitaceae, Brassicaceae, Cucurbita- 
ceae , Primulaceae , Caryophyllaceae , Amaranthaceae , Gentianaceae , 
Geraniaceae, Capri f oliaceae, Oleaceae, Tropaeolaceae, Solanaceae, 
Scrophulariaceae, Asteraceae, Liliaceae, Amaryllidaceae, Poaceae, 
Orchidaceae, Malvaceae, liliaceae oder Lamiaceae. 

35 

Die Erf indung betrif ft daher insbesondere genetisch veranderte 
Pflanzen ausgewahlt aus den Familien Ranunculaceae , Berberida- 
ceae, Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, Linaceae, 
Vitaceae, Brassiceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Caryophylla- 
40 ceae, Amaranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprif oliaceae, 
Oleaceae, Tropaeolaceae, Solanaceae, Scrophulariaceae, Astera- 
ceae, Liliaceae, Amaryll idaceae, Poaceae, Orchidaceae, Malvaceae, 
Illiaceaae, oder Lamiaceae enthaltend mindestens eine transgene 
Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase. 



auf. 
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Ganz besonders bevorzugte genetisch veranderte Pf lanzen sind aus- 
gewahlt aus den Pf lanzengattungen Marigold, Tagetes erecta, Tage- 
tes patula, Adonis, Lycopersicon, Rosa, Calendula, Physalis, 
Medicago, Helianthus, Chrysanthemum, Aster, Tulipa, Narcissus, 
5 Petunia, Geranium oder Tropaeolum, wobei die genetisch veranderte 
Pflanze mindestens eine transgene Nukleinsaur e , kodierend eine 
Ketolase , enthalt . 

Wie vorstehend erwahnt wird in bevorzugten transgenen Pf lanzen 
10 die Ketolase in Bliitenblattern exprimiert, besonderes bevorzugt 
ist die Expression der Ketolase in Bltitenblattern am hochsten. 

Die transgenen Pf lanzen, deren Vermehrungsgut , sowie deren Pf lan- 
zenzellen, -gewebe oder -telle, insbesondere deren Bltttenblatter 
15 sind ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Die genetisch veranderten Pflanzen konnen, wie vorstehend be- 
schrieben, zur Herstellung von Ketocarotinoiden, insbesondere 
Astaxanthin verwendet werden. 

20 

Von Menschen und Tieren verzehrbare erf indungsgemaSe, genetisch 
veranderte Pflanzen mit erhShtem Gehalt an Ketocarotinoiden kon- 
nen auch beispielsweise direkt oder nach an sich bekannter Pro- 
zessierung als Nahrungsmittel oder Futtermittel oder als Futter-r 
25 un d Nahrungserganzungsmittel verwendet werden. Ferner k6nnen die 
genetisch vereinderten Pflanzen zur Herstellung von Ketocaroti- 
noid-haltigen Extrakten der Pflanzen und/ oder zur Herstellung von 
Futter- und NahrungsergSnzungsmitteln verwendet werden. 

30 Die genetisch verSnderten Pflanzen konnen auch als Zierpf lanzen 
ijn Horticulture-Bereich verwendet werden. 

Die genetisch verSnderten Pflanzen weisen im Vergleich zum Wild- 
typ einen erhohten Gehalt an Ketocarotinoiden auf . 

35 

Unter einem erhdhten Gehalt an Ketocarotinoiden wird in der Regel 
ein erhohter Gehalt an Gesamt-Ketocarotinoid verstanden. 

Unter einem erhohten Gehalt an Ketocarotinoiden wird aber 
40 auch insbesondere ein veranderter Gehalt der bevorzugten Keto- 
carotinoide verstanden, ohne dass zwangslSufig der Gesamt- 
Carotinoidgehalt erh6ht sein muss. 

In einer besonders bevorzugten Aus ftihrungs form weisen die 
45 er f indungsgemaSen , genetisch verSnderten Pflanzen im Vergleich 
zum Wildtyp einen erhahten Gehalt an Astaxanthin auf . 
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Unter einem erhohten Gehalt wird in diesem Fall auch ein vemr- 
sachter Gehalt an Ketocarotinoiden, bzw. Astaxanthin verstanden. 

Die Erfindung wird durch die nun folgenden Beispiele erlautert, 
5 ist aber nicht auf diese beschrankt: 

Allgemeine Experimentelle Bedingungen : 
Sequenz analyse rekombinanter DNA 

10 Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekiile erfolgte mit einem 
Laser f luoreszenz-DNA-Sequenzierer der Firma Licor (Vertrieb durch 
MWG Biotech, Ebersbach) nach der Methode von Sanger (Sanger 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977), 5463-5467). 

15 Be i spiel 1: 

Amplifikation einer cDNA, die die.gesamte Primarsequenz der Keto- 

• lase aus Haematococcus pluvialis Flotow em. Wille codiert 

Die cDNA, die fur die Ketolase aus Haematococcus pluvialis co- 
20 diert, wurde mitt els PCR aus Haematococcus pluvialis (Stamm 
192.80 der "Sammlung von Algenkulturen der Universitat Gottin- 
gen 17 ) Suspensionskultur amplif iziert . 

Ftir die Preparation von Total -RNA aus einer Suspensionskultur von 
25 Haematococcus pluvialis (Stamm 192.80), die 2 Wochen mit indirek- 
tem Tageslicht bei Raumtemperatur in Haemafcococcus-_Jledium 
(1.2 g/1 Natriumacetat, 2 g/1 Hefeextrakt, 0.2 g/1 MgC12x6H20, 
0.02 CaC12x2H20; pH 6.8; nach Autoklavieren Zugabe von 400 mg/1 
L-Asparagin, 10 mg/1 FeS04xH20) gewachsen war, wurden die Zellen 
30 geerntet, in flttssigem Stickstoff eingefroren und im Mdrser pul- 
verisiert. Anschliefcend wurden 100 mg der gefrorenen, pulveri- 
sierten Algenzellen in ein Reaktionsgef aS tiberftihrt und in 0 . 8 ml 
Trizol-Puf fer (Lif eTechnologies) aufgenommen. Die Suspension 
wurde mit 0.2 ml Chloroform extrahiert. Nach 15 mintitiger Zentri- 
35 fugation bei 12 000 g wurde der wassrige Oberstand abgenommen 
und in ein neues Reaktionsgef uberftihrt und mit einem Volumen 
Ethanol extrahiert. Die RNA wurde mit einem Volumen Isopropanol 
gefallt, mit 75% Ethanol gewaschen und das Pellet in DEPC Wasser 
(ttber Nacht Inkubation von Wasser mit 1/1000 Volumen Diethylpyro- 
40 carbonat bei Raumtemperatur, anschliefiend autoklaviert) gelost. 
Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt. 

Fiir die cDNA-Synthese wurden 2.5 ug Gesamt-KNA fur 10 min bei 
60°C denaturiert, fiir 2 min auf Eis abgekdhlt und mittels eines 
45 cDNA-Kits (Ready-to-go-you-prime-beads, Pharmacia Biotech) nach 
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Herstellerangaben unter Verwendung eines antisense spezifischen 
Primers (PRl SEQ ID NO: 29) in cDNA umgeschrieben . 

Die Nukleinsaure codierend eine Ketolase aus Haematococcus 
5 pluvialis (Stamm 192.80) wurde mittels polymerase chain reaction 
(PCR) aus Haematococcus pluvialis unter Verwendung eines sense 
spezif ischen Primers (PR2 SEQ ID NO: 30) und eines antisense 
spezif ischen Pri me rs (PRl SEQ ID NO: 29) amplif iziert . 

10 Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplif ikation der cDNA, die fur ein Ketolase Protein 
bestehend aus der gesamten Primarsequenz codiert, erfolgte in 
einem 50 [il Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 



- 4 [il einer Haematococcus pluvialis cDNA (hergestellt wie oben 
beschrieben) 

- 0.25 mM dNTPs 

- 0.2 mM PRl (SEQ ID NO: 29) 
20 - 0.2 mM PR2 (SEQ ID NO: 30) 

- 5 ill 10X PCR-Puf f er (TAKARA) 

- 0.25 fil R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 25.8 |il Aq. Dest. 

25 Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgef tihrt : 

IX 94°C 2 Minuten 

35X 94°C 1 Minute 



Die PCR-Amplifikation mit SEQ ID NO: 29 und SEQ ID NO: 30 resul- 
tierte in einem 1155 Bp-Fragment, das fttr ein Protein bestehend 
35 aus der gesamten Primarsequenz codiert (SEQ ID NO: 22). Unter 
Verwendung von Standardmethoden wurde das Amplif ikat in den PCR- 
Klonierungsvektor pGEM-Teasy (Promega) kloniert und der Klon 
pGKET02 erhalten. 

40 Sequenzierung des Klons pGKET02 mit dem T7- und dem SP6-Primer 
bestatigte eine Sequenz, die sich lediglich in den drei Codons 
73 , 114 und 119 in je einer Base von der publizierten Sequenz 
X86782 unterscheidet. Diese Nukleotidaustausche wurden in einem 
unabhangigem Amplif ikationsexperiment reproduziert und reprasen- 

45 tieren somit die Nukleotidsequenz im verwendeten Haematococcus 
pluvialis Stamm 192.80 (Abbildung 3 land 4, Sequenzvergleiche) . 



15 



30 



IX 



53°C 
72°C 
72°C 



2 Minuten 

3 Minuten 
10 Minuten 
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Dieser Klon wurde daher fiir die Klonierung in den Expressionsvek- 
tor pJITH7 (Guerineau et al. 1988, Nucl. Acids Res. 16: 11380) 
verwendet. Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 1027 Bp 
SpHI-Fragmentes aus pGEM-Teasy und Ligierring in den SpHI ge- 
5 schnittenen Vektor pJITH7. Der Klon, der die Haematococcus plu- 
vialis Ketolase in der korrekten Orientierung als N-terminale 
translationale Fusion mit dem rbcs Transitpeptid enthalt, heifit 
PJKETO2 . 

10 Beispiel 2: 

Amplifikation einer cDNA, die die Ketolase aus Haematococcus plu- 
vlalis Flotow em. Wille mit einem urn 14 Aminosauren verkOrztem 
N-terminus codiert 

15 Die cDNA, die fiir die Ketolase aus Haematococcus pluvlalls (Stamm 
192.80) mit einem urn 14 Aminosauren verkurztem N-Terminus co- 
diert, wurde mittels PCR aus Haematococcus pluvialis Suspensions- 
kultur (Stamm 192.80 der "Sammlung von Algenkulturen der Univer- 
sitat Gottingen") amplif iziert . 

20 

Die Preparation von Total-RNA aus einer Suspensionskultur von 
Haematococcus pluvialis (Stamm 192.80) erfolgte wie in Beispiel 1 
beschrieben. 

25 Die cDNA-Synthese erfolgte wie unter Beispiel 1 beschrieben. 

Die Nukleinsaure kodierend eine Ketolase aus Haematococcus plu- 
vialis (Stamm 192.80) mit einem urn 14 Aminosauren verkOrztem N- 
Terminus wurde mittels polymerase chain reaction (PCR) aus Haema- 
30 tococcus pluvialis unter Verwendung eines sense spezifischen Pri- 
mers (PR3 SEQ ID NO: 31) und eines antisense spezifischen Primers 
(PR1 SEQ ID NO: 29) amplif iziert . 

Die PCR-Bedingungen war en die folgenden: 

35 

Die PCR zur Amplifikation der cDNA, die ftir ein Ketolase Protein 
mit um 14 Aminosauren verkurztem N-Terminus codiert, erfolgte in 
einem 50 |il Reaktionsansatz , in dem enthalten war: 

40 - 4 ul einer Haematococcus pluvialis cDNA (hergestellt wie oben 

beschrieben) 

0.25 mM dNTPs 

0.2 mM PR1 (SEQ ID NO: 29) 
- . 0.2 mM PR3 (SEQ ID NO: 31) 
45 - 5 Hi 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

0.25 |il R Taq Polymerase (TAKARA) 

25.8 jll Aq. Dest. 
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Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgef iihrt : 



5 



• IX 
35X 



IX 



94°C 
94°C 
53°C 
72°C 
72°C 



2 Minuten 

1 Minute 

2 Minuten 

3 Minuten 
10 Minuten 



Die PCR-Amplifikation mit SEQ ID NO: 29 und SEQ ID NO: 31 resul- 
10 tierte in einem 1111 Bp Fragment, das fur ein Ketolase Protein 
codiert, bei dem N-terminalen Aminosauren (Position 2-16) durch 
eine einzige Aminosaure (Leucin) ersetzt sind. 

Das Amplif ikat wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den 
15 PCR-Klonierungsvektor pGEM-Teasy (Promega) kloniert. Sequenzie- 
rungen mit mit den Primern T7- und SP6 bestatigten eine zur Se- 
quenz SEQ ID NO: 22 identische Sequenz, wobei die 5 'Region (Posi- 
tion 1-53) der SEQ ID NO: 22 im Amplif ikat SEQ ID NO: 24 durch 
eine in der Sequenz abweichende Nonamersequenz ersetzt wurde. 
20 Dieser Klon wurde daher ftir die Klonierung in den Expressionsvek- 
tor pJITH7 (Guerineau et al. 1988, Nucl. Acids Res. 16: 11380) 
verwendet . 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 985 Bp SpHI Fragmen- 
25 tes aus pGEM— Teasy und Ligierung mit dem SpHI geschnittenen Vek- 
tor pJTT117. Der Klon, der die Haematococcus pluvialis Ketolase 
mit einem urn 14 Aminosauren verkttrztem N-Terminus in der korrek- 
ten Orientierung als N-terminale . trans lationale Fusion mit dem 
rbcs Transitpeptid enthait, heisst pJKET03. 

30 

Beispiel 3 : 

Amplifikation einer cDNA, die die Ketolase aus Haematococcus plu- 
vialis Flotow em. Wille (Stamm 192.80 der "Sammlung von Algenkul- 
turen der Universitat Gattingen") bestehend aus der gesamten 
35 Primarsequenz und fusioniertem C-terminalem myc-Tag codiert. 

Die cDNA, die fftr die Ketolase aus Haematococcus pluvialis (Stamm 
192.80) bestehend aus der gesamten Primarsequenz und fusioniertem 
C-terminalem myc-Tag codiert, wurde mittels PCR unter Verwendung 
40 des Plasmids pGKETO2 (in Beispiel 1 beschrieben) und des Primers 
PR15 (SEQ ID NO: 32) hergestellt. Der Primer PR15 setzt sich 
zusammen aus einer antisense spezifischen 3 * Region (Nucleotide 
40 bis 59) und einer myc-Tag codierenden 5 'Region (Nucleotide 
1 bis 39) . 
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Die Denaturierung (5 min bei 95°C) und Annealing (langsame Abkiih- 
lung bei Raumtemperatur auf 40°C) von pGKET02 und PR15 erfolgte in 
einem 11.5 \il Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

5 - 1 [ig pGKET02 PlasmidDNA 

- 0.1 [ig PR15 (SEQ ID NO: 32) 

Das Auf fullen der 3 % Enden (30 min bei 30°C) erfolgte in einem 
20 [il Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

10 

- 11.5 [il pGKET02/PR15-Annealingsreaktion (hergestellt wie oben 
beschrieben) 

- 50 pM dNTPs 

- 2 [il IX Klenow Puffer 
is - 2U Klenow Enzym 

Die Nukleinsaure kodierend eine Ketolase aus Haematococcus plu- 
vialis (Stamm 192.80) bestehend aus der gesamten Primarsequenz 
und fusioniertem C-terminalem myc-Tag wurde mittels polymerase 
20 chain reaction (PCR) aus Haematococcus pluvialis unter Verwendung 
eines sense spezifischen Primers (PR2 SEQ ID NO: 30) und eines 
antisense spezifischen Primers (PR15 SEQ ID NO: 32) amplif iziert . 



25 



Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplif ikation der cDNA, die fxir ein Ketolase Protein 
mit fusioniertem C-terminalem myc-Tag codiert, erfolgte in einem 
50 |il Reaktionsansatz , in dem enthalten war: 

30 - 1 [il einer Annealingsreaktion (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0.25 mM dNTPs 

- 0.2 mM PR15 (SEQ ID NO: 32) 

- 0.2 mM PR2 (SEQ ID NO: 30) 

- 5 |il 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

35 - 0.25 [il R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28.8 jil Aq. Dest. 

Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgef tlhrt : 

40 IX 94°C 2 Minuten 

35X 94°C 1 Minute 

53 °C 1 Minute 

72 °C 1 Minute 



IX 72 °C 10 Minuten 
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Die PCR-Amplifikation mit SEQ ID NO: 32 und SEQ ID NO: 30 resul- 
tierte in einem 1032 Bp-Fragment, das fur ein Protein codiert, 
bestehend aus der gesamten Primarsequenz der Ketolase aus Haema- 
tococcus pluvialis als zweifache translationale Fusion mit dem 
5 rbcS Transitpeptide am N-Terminus und dem my c -Tag am C-Terminus. 

Das Amplif ikat wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den 
PCR-K1 oni erungs vekt or pGEM-Teasy (Pr omega) kloniert. Sequenzie- 
rungen mit mit den Primern T7- und SP6 bestatigten eine zur Se- 

10 quenz SEQ ID NO: 22 identische Sequenz, wobei die 3 x Region (Posi- 
tion 993 bis 1155) der SEQ ID NO: 22 im Amplifikat SEQ ID NO: 26 
durch eine in der abweichende Sequenz aus 39 Bp ersetzt wurde. 
Dieser Klon wurde daher fur die Klonierung in den Expressionsvek- 
tor pJIT117 (Guerineau et al. 1988, Nucl. Acids Res. 16: 11380) 

15 verwendet. 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 1038 Bp EcoRI-SpHI 
Fragmentes aus pGEM-Teasy und Ligierung mit dem EcoRI-SpHI ge- 
schnittenen Vektor pJIT117. Durch die Ligation entsteht eine 

20 translationale Fusion zwischen dem C-Terminus der rbcS Transit- 
peptidsequenz und dem N-Terminus der Ketolase Sequenz. Der Klon, 
der die Haematococcus pluvialis Ketolase mit fusioniertem C-ter- 
minalem myc-Tag in der korrekten Orientierung als translationale 
N-terminale Fusion mit dem rbcs Transitpeptid enthait, heisst 

25 p JKET04 . 



Beispiel 4: 

Herstellung von Expressionsvektoren zur konstitutiven Expression 
der Haematococcus pluvialis Ketolase in Lycopersicon esculentum 
30 und Tagetes erecta. 

Die Expression der Ketolase aus Haematococcus pluvialis in L. 
esculentum und in Tagetes erecta erfolgte unter Kontrolle des 
konstitutiven Promoters d35S aus CaMV (Franck et al. 1980, Cell 
35 21: 285-294). Die Expression erfolgte mit dem Transitpeptid rbcS 
aus Erbse (Anderson et al. 1986, Biochem J. 240:709-715). 

Die Herstellung einer Express ionskassette fiir die Agrobacterium- 
vermittelte Transformation der Ketolase aus Haematococcus pluvia- 
40 lis in L. esculentum erfolgte unter der Verwendung des binaren 
Vektors pSUN3 (W002/ 00900) . 

- Zur Herstellung des Expressionsvektors pS3KET02 wurde das 
2.8 Kb Sacl-Xhol Fragment aus pJKET02 mit dem Sacl-Xhol 
45 geschnittenen Vektor pSUN3 ligiert (Abbildung 5A, Konstrukt- 

karte) . In der Abbildung 5A beinhaltet Fragment d35S den dupli- 
zierten 35S Promoter (747 bp), Fragment rbcS das rbcS Transit- 
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peptid aus Erbse (204 bp), Fragment KET02 (1027 bp) die gesamte 
Primarsequenz codierend fur die Haematococcus pluvialis Keto- 
lase, Fragment term (761 bp) das Polyadenylierungssignal von 
CaMV. 

5 

- Zur Herstellung des Express ionsvektors pS3KET03 wurde das 

2.7 Kb bp Sacl-Xhol Fragment aus pJKET03 mit dem Sacl-Xhol 
geschnittenen Vektor pSUN3 ligiert. (Abbildung 6, Konstrukt- 
karte) . In der Abbildung 6 beinhaltet Fragment d35S den dupli- 

10 zierten 35S Promoter (747 bp) , Fragment rbcS das rbcS Transit- 
peptid aus Erbse (204 bp) , Fragment KET03 (985 bp) die um 14 N- 
terminale Aminosauren verkQrzte Primarsequenz codierend ftir die 
Haematococcus pluvialis Ketolase, Fragment term (761 bp) das 
Polyadenylierungssignal von CaMV . 

15 

- Zur Herstellung des Express ionsvektors pS3KET04 wurde das 

2.8 Kb Sacl-Xhol Fragment aus pJKET04 mit dem Sacl-Xhol ge- 
schnittenen Vektor pSUN3 ligiert. (Abbildung 7, Konstrukt- 
karte) . In der Abbildung 7 beinhaltet Fragment d35S den dupli- 

20 zierten 35S Promoter ( (747 bp) , Fragment rbcS das rbcS Transit- 
peptid aus Erbse (204 bp) , Fragment KET04 (1038 bp) die gesamte 
Primarsequenz codierend fiir die Haematococcus pluvialis Keto- 
lase mit C-terminalem myc-Tag, Fragment term (761 bp) das Poly- 
adenylierungssignal von CaMV. 

25 

Die Herstellung einer Expressionskassette ftir die Agrobacterium- 
vermittelte Transformation der Ketolase aus Haematococcus pluvia- 
lis in Tagetes erecta erf olgte unter dejc Verwendung des binaren 
Vektors pSUN5 (WO02/ 00900) . 

30 

- Zur Herstellung des Tagetes-Expressionsvektors pS5KET02 wurde 
das 2.8 Kb Sacl-Xhol Fragment aus pJKET02 mit dem Sacl-Xhol 
geschnittenen Vektor pSUNS ligiert (Abbildung 5B, Konstrukt- 
karte) . In der Abbildung 5B beinhaltet Fragment d35S den dupli- 

35 zierten 35S Promoter (747 bp) , Fragment rbcS das rbcS Transit- 
peptid aus Erbse (204 bp), Fragment KET02 (1027 bp) die gesamte 
Primarsequenz codierend fur die Haematococcus pluvialis Keto- 
lase, Fragment term (761 bp) das Polyadenylierungssignal von 
CaMV. 

40 

Beispiel 5A: 

Herstellung von Expressionsvektoren zur bltitenspezif ischen Ex- 
pression der Haematococcus pluvialis Ketolase in Lycopersicon 
esculentum und Tagetes erecta. 

45 
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Die Expression der Ketolase aus Haematococcus pluvialis in L. 
esculentum und Tagetes erecta erfolgte mit dem Transitpeptid rbcS 
aus Erbse (Anderson et al. 1986, Biocliem J. 240:709-715). Die 
Expression erfolgte unter Kontrolle einer modif izierten Version 
5 AP3P des bltitenspezif ischen Promoters AP3 aus Arabidopsis 

thaliana (AL132971: Nukleotidregion 9298 bis 10200; Hill et al. 
(1998) Development 125: 1711-1721). 

Das DNA Fragment, das die AP3 Promoterregion -902 bis +15 aus 
10 Arabidopsxs thaliana beinhaltet , wurde mittels PCR unter 

Verwendung genomischer DNA (nach Standardmethoden aus Arabidopsis 
thaliana isoliert) sowie der Primer PR7 (SEQ ID NO: 33) und PR10 
(SEQ ID NO: 36) hergestellt. 

15 Die PCR-Bedingungen war en die folgenden: 

Die PCR zur Amplif ikation der DNA, die das AP3 -Promoter fragment 
(-902 bis +15) beinhaltet, erfolgte in einem 50 |il Reaktionsan- 
satz, in dem entha.lt en war: 

20 

- 100 ng genomischer DNA aus A. thaliana 

- 0.25 mM dNTPs 

- 0.2 mM PR7 (SEQ ID NO: 33) 

- 0.2 mM PR10 (SEQ ID NO: 36) ... 
25 - 5 |il 10X PCR-Puffer (Stratagene) 

- 0.25 nl Pfu Polymerase (Stratagene) 

- 28.8 filAq. Dest. 



Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgef tihrt : 

30 

IX 94°C 2 Minuten 

35X 94°C 1 Minute 

50°C 1 Minute 

72°C 1 Minute 

35 IX 72 °C 10 Minuten 

Das 922 Bp Amplifikat wurde unter Verwendung von Standardmethoden 
in den PCR-Klonierungsvektor pCR 2.1 (Invitrogen) kloniert und 
das Plasmid pTAP3 erhalten. 

40 

Sequenzierung des Klons pTAP3 bestatigte eine Sequenz, die sich 
lediglich. in durch. eine Insertion (ein G in Position 9765 der 
Sequenz AL132971) und einen Basenaustausch. (ein G statt ein A 
in Position 9726 der Sequenz AL132971) von der publizierten AP3 
45 Sequenz (AL132971, Nukleotidregion 9298 bis 10200) unterscheidet . 
Diese Nukleotidunterschiede wurden in einem unabhSngigen Ampli- 
fikationsexperiment reproduziert und reprSsentieren somit die 
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tatsachliche Nukleotidsequenz in den verwendeten Arabidopsis 
thai ± ana. Pflanzen. 



Die modif izierte Version AP3P wurde mittels rekombinanter PCR 
5 unter Verwendung des Plasmids pTAP3 hergestellt. Die Region 10200 
bis 9771 wurde mit den Primern PR7 (SEQ ID NO: 33) und Primern 
PR9 (SEQ ID NO: 35) amplifiziert (Amplifikat A7/9) , die Region 
9526 bis 9285 wurde mit den PR8 (SEQ ID NO: 34) und PR10 
(SEQ ID NO: 36) amplifiziert (Amplifikat A8/10) . 

10 

Die PCR-Bedingungen war en die folgenden: 

Die PCR-Reaktionen zur Amplif ikation der DNA-Fragment e , die die 
Regionen Region 10200-9771 und Region 9526 bis 9285 des AP3 Pro- 
15 moters beinhalten, erfolgte in 50 al Reaktionsansatzen, in denen 
en thai ten war: 

- 100 ng AP3 Amplifikat (oben beschrieben) 

- 0.25 mM dNTPs 

20 - 0.2 mM sense Primer (PR7 SEQ ID NO: 33 bzw. PR8 SEQ ID NO: 34) 

- 0.2 mM antisense Primer (PR9 SEQ ID NO: 35 bzw. PR10 
SEQ ID NO: 36) 

- 5 nl 10X PCR-Puf fer (Stratagene) 

- 0.25 [il Pfu Taq Polymerase (Stratagene) 
25 - 28.8 (il Aq. Dest. 

Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgef uhrt : 



IX 94°C 2 Minuten 

30 35X 94°C 1 Minute 

50°C 1 Minute 

72 °C 1 Minute 

IX 72°C 10 Minuten 



35 Die rekombinante PCR beinhaltet Annealing der sich tiber eine 
S^qyiexiz von 25 Nukleotiden uberlappenden Amplifikate A7/9 und 
A8/10, Vervollstandigung zu einem Doppelstrang und anschlieSende 
Amplif izierung. Dadurch entsteht eine modif izierte Version des 
AP3 Promoters, AP3P, in dem die Positionen 9670 bis 9526 dele- 

40 tiert sind. Die Denaturierung (5 min bei 95°C) und Annealing 

(langsame Abktlhlung bei Raumtemperatur auf 40°C) beider Amplifi- 
kate A7/9 und A8/10 erfolgte in einem 17.6 jil Reaktionsansatz, in 
dem enthalten war: 
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- 0.5 |ig A7/9 Amplif ikat 

- 0.25 fig A8/10 Amplif ikat 

Das Auf ftillen der 3 % Enden (30 min bei 30°C) erfolgte in einem 
5 20 |il Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 17.6 |igA7/9 und A8/10-Annealingsreaktion (hergestellt wie oben 
beschrieben) 

- 50 MM cLNTPs 

10 - 2 |il IX Klenow Puffer 

- 2U Klenow Enzym 

Die Nukleinsaure codierend fur die modif izierte Promoterversion 
AP3P wurde mittels PCR unter Verwendung eines sense spezifischen 
15 Primers (PR7 SEQ ID NO: 33) und eines antisense spezifischen 
Primers (PR10 SEQ ID NO: 36) amplifiziert . 

Die PCR-Bedingungen war en die folgenden: 

20 Die PCR zur Amplif ikation des AP3P Fragmentes erfolgte in einem 
50 |il Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 |il Annealingsreaktion (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0.25 mM dNTPs . ... 
25 - 0.2 mM PR7 (SEQ ID NO: 33) 

- 0.2 mM PR10 (SEQ ID NO: 36) 

- 5 jxl 10X PCR-Puffer (Stratagene) 

0.25 |il Pfu Taq Polymerase (Stratagene) 

- 28.8 |llAq. Dest. 

30 

Die PCR wurde unter f olgenden Zyklusbedingungen durchgef tihrt : 

IX 94°C 2 Minuten 

35X 94°C 1 Minute 

35 50°C 1 Minute 



Die PCR-Amplifikation mit SEQ ID NO: 33 und SEQ ID NO: 36 resul- 
40 tierte in einem 778 Bp Fragment das fur die modif izierte Promo- 
terversion AP3P codiert. Das Amplif ikat wurde in den Klonierungs- 
vektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen mit den 
Primern T7 und M13 bestatigten eine zur Sequenz AL132971, Region 
10200 bis 9298 identische Sequenz, wobei die interne Region 
45 9285 bis 9526 deletiert wurde. Diese Klon wurde daher fttr die 



72°C 
72°C 



1 Minute 
10 Minuten 
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Klonierung in den Expressionsvektor pJITH7 (Guerineau et al. 
1988, Nucl. Acids Res. 16: 11380) verwendet. 

Die Klonieirung erfolgte durch Isolierung des 771 Bp Sacl-Hindlll 
5 Fragmentes aus pTAP3P und Ligierung in den Sacl-Hindlll geschnit- 
tenen Vektor pJIT117. Der Klon, der den Promoter AP3P anstelle 
des ursprtinglichen Promoters d35S enthalt, heisst pJAP3P. 

Zur Herstellung einer Expressionskassette pJAP3PKET02 wurde das 
10 1027 Bp SpHI -Fragment KET02 (in Beispiel 1 beschrieben) in den 
SpHI geschnittenen Vektor pJAP3P kloniert. Der Klon, der das 
Fragment KET02 in der korrekten Orientierung als N-terminale Fu- 
sion mit dem rbcS Trans itpept id enthalt, heisst pJAP3PKET02 . 

15 Zur Herstellung einer Expressionskassetten p JAP3 PKET04 wurde das 
1032 Bp SpHI-EcoRI Fragment KET04 (in Beispiel 3 beschrieben) in 
den SpHI-EcoRI geschnittenen Vektor pJAP3P kloniert. Der Klon, 
der das Fragment KET04 in der korrekten Orientierung als N-termi- 
nale Fusion mit dem rbcS Trans itpept id enthalt, heisst 

20 pJAP3PKET04. 

Die Herstellung eines Expressionsvektors fttr die Agrobacterium- 
vermittelte Transformation der AP3P-kontrollierten Ketolase aus 
Haematococcus pluvialls in L. esculentum erfolgte unter der 
25 Verwendung des binaren Vektors pSUN3 (WO02/00900) . 

- Zur Herstellung des Expressionsvektors pS3AP3PKET02 wurde das 
2.8 KB bp Sacl-Xhol Fragment aus pJAP3PKET02 mit dem Sacl-Xhol 
geschnittenen Vektor pSUN3 ligiert (Abbildung 8A, Konstrukt- 

30 karte) . In der Abbildung 8A beinhaltet Fragment AP3P den 

modifizierten AP3P Promoter (771 bp), Fragment rbcS das rbcS 
Transitpeptid aus Erbse (204 bp) , Fragment KET02 (1027 bp) die 
gesamte PrimSrsequenz codierend fiir die ffaeznatococcus pluvialls 
Ketolase, Fragment term (761 Bp) das Polyadenylierungssignal 

35 von CaMV. 

- Zur Herstellung des Expressionsvektors pS3AP3PKET04 wurde das 
2.8 KB Sacl-Xhol Fragment aus pJAP3PKET04 mit dem Sacl-Xhol 
geschnittenen Vektor pSUN3 ligiert. (Abbildung 9, Konstrukt- 

40 karte) . In der Abbildung 9 beinhaltet Fragment AP3P den 

modifizierten AP3P Promoter (771 bp), Fragment rbcS das rbcS 
Transitpeptid aus Erbse (204 bp), Fragment KET04 (1038 bp) die 
gesamte PrimSrsequenz codierend fiir die Haematococcus pluvlalls 
Ketolase mit C-terminalem myc-Tag, Fragment term (761 Bp) das 

45 Polyadenylierungssignal von CaMV. 
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Die Herstellung einer Expressionsvektors fur die Agrobacterium- 
vermittelte Transformation der AP3P-kontr oilier ten Ketolase aus 
Haematococcus pluvialis in Tagetes erecta erfolgte unter der 
Verwendung des binaren Vektors pSUN5 (WO02/ 00900) . 

5 

Zur Herstellung des Expressions vektors pS5AP3PKET02 wurde das 
2.8 KB bp Sacl-Xhol Fragment aus pJAP3PKET02 mit dem Sacl-Xhol 
geschnittenen Vektor pSDN5 ligiert (Abbildung 8B, Konstrukt- 
karte) . In der Abbildung 8B beinhaltet Fragment AP3P den 
10 modif izierten AP3P Promoter (771 bp) , Fragment rbcS das rbcS 
Transitpeptid aus Erbse (204 bp), Fragment KET02 (1027 bp) die 
gesamte Primarsequenz codierend fiir die Haematococcus pluvialis 
Ketolase, Fragment term (761 Bp) das Polyadenylierungssignal von 
CaMV 

15 

Beispiel 5B: 

Amplif ikation einer chimaren cDNA, die die Ketolase aus Haemato- 
coccus pluvialis Flotow em. Wille mit einer heterologen 5' nicht 
translatierten Region (5'UTR) beinhaltet, und Herstellung eines 
20 Expressionsvektors zur bltitenspezif ischen Expression der Haemato- 
coccus pluvialis Ketolase ohne Verwendung eines heterologen 
Transitpeptides in Lycopersicon esculentum. 

Die cDNA, die die Ketolase aus Haematococcus pluvialis (Stamm 
25 192.80) folgend auf eine heterologe • 5 *nicht- translatierten Re- 
gion" (5*UTR) enthait, wurde mittels PCR hergestellt. 

Die Nukleins&ure kodierend eine Ketolase aus Haematococcus plu- 
vialis (Stamm 192.80) mit einer "5 % nicht- translatierten Region" 
30 (5*UTR) wurde mittels polymerase chain reaction (PCR) aus dem 

Plasmid pGKET02 unter Verwendung eines sense spezifischen Primers 
(PR142 SEQ ID NO: 78) und eines antisense spezifischen Primers 
(PR1 SEQ ID NO: 29) amplif iziert . 

35 Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplif ikation des Fragmentes, das sowohl fUr ein Ke- 
tolase Protein codiert als auch eine heterologe S'UTR Region ent- 
hMlt, erfolgte in einem 50 [il Reaktionsansatz , in dem enthalten 
40 war : 

- 10 ng des Plasmids pGKET02 (in Beispiel 1 beschrieben) 

- 0.25 mM dNTPs 

- 0.2 mM PR1 (SEQ ID NO: 29) 
45 - 0.2 mM PR142 (SEQ ID NO: 78) 

- 5 ill 10X PCR-Puf fer (TAKARA) 

- 0.25 |il R Taq Polymerase (TAKARA) 



- 25.8 fll Aq. Dest. 
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Die PCR* wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgef Ohrt : 



5 IX 

35X 



94°C 
94°C 
53°C 
72°C 
72°C 



2 Minuten 

1 Minute 

2 Minuten 

3 Minuten 
10 Minuten 



10 

Die PCR-Amplif ikation mit PR1 und PR142 resultierte in einem 
1.1 KB Fragment, das eine heterologe 5*UTR Region, gefolgt von 
der kodierenden Region f*CLr ein Ketolase, enthalt (SEQ ID NO: 79) 

15 Das Amplifikat wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den 
PCR-Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzierun- 
gen des resultierenden Klones pTA— KETOS mit den Primern T7 und 
M13 bestatigten eine Sequenz (SEQ ID NO: 79), die [abgesehen vom 
5 x Terminus, der identisch zu pJIT117 ist (Guerineau et al. 1988, 

20 Nucl. Acids Res. 16: 11380)], identisch zur Sequenz SEQ ID NO: 22 
ist. Dieser Klon wurde daher ftir die Klonierung in den Expres- 
sionsvektor pJAP3PKET02 (Beispiel 5A) verwendet. 

Die Klonierung erf olgte durch Isolierung des 0.3 KB.Hindlll Frag- 
25 mentes aus pTA— KETOS und Ligierung in den Hindlll-geschnittenen 
Vektor pJAP3PKET02. Der Klon, der den AP3P Promoter, gefolgt vom 
5 X UTR aus pJTT117 und der kompletten kodierenden Sequenz fur die 
Haematococcus pluvialis Ketolase enthalt, heisst pJAP3PKET05. 

30 Die Expression der Ketolase aus Haematococcus pluvialis in L. 
esculentum erf olgte unter Kontrolle des Promoters AP3P (siehe 
Beispiel 5A ) und des 5*UTRs aus pJITH7. Die Herstellung einer 
Expressionskassette fur die Agrobacterium-venaittelte Trans- 
formation der Ketolase aus Haematococcus pluvialis in L. esculen- 

35 turn erf olgte unter der Verwendung des binaren Vektors pSUN3 
(WO 02/00900) . 

Zur Herstellung des Expressionsvektors pS3AP3PKET05 wurde das 2.8 
Kb Sacl-Xhol Fragment aus pJAP3PKET05 mit dem Sacl-Xhol geschnit- 

40 tenen Vektor pSUN3 ligiert (Abbildung 21, Konstruktkarte) . In der 
Abbildung 21 beinhaltet Fragment AP3P den AP3P-Promoter (747 bp) , 
Fragment 5 *UTR die 5'XJTR Sequenz aus pJITll7 (30 bp), Fragment 
KETOS (1.0 kb) die gesamte Primarsequenz codierend ftir die Haema- 
tococcus pluvialis Ketolase, Fragment term (761 bp) das Polyade- 

45 nylierxmgs signal von CaMV. 
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Beispiel 6 : 

Herstellung transgener Lycopersicon esculentum Pflanzen 



Trans formation und Regeneration von Tomatenpf lanzen erfolgte nach 
5 der publizierten Methode von Ling und Mitarbeitern (Plant Cell 
Reports (1998), 17:843-847). Fur die Varietat Microtom wurde mit 
hdherer Kanamycin-Konzentration (lOOmg/L) selektioniert . 

Als Ausgangsexplantat flir die Transf onnation dienten Kotyledonen 

10 und Hypokotyle sieben bis zehn Tage alter Keimlinge der Linie Mi- 
crotom. Fur die Keimung wurde das Kulturmedium nach Murashige und 
Skoog (1962: Murashige and Skoog, 1962, Physiol. Plant 15, 473-) 
mit 2 % Saccharose, pH 6.1 verwendet. Die Keimung fand bei 21°C 
bei wenig Licht (20 bis 100 jiE) statt. Nach sieben bis zehn Tagen 

15 wurden die Kotyledonen quer geteilt und die Hypokotyle in ca. 

5 bis 10 mm lange Abschnitte geschnitten und auf das Medium MSBN 
(MS, pH 6,1, 3% Saccharose + 1 mg/1 BAP, 0,1 mg/1 NAA) gelegt, 
das am Vortag mit suspensionskultivierten Tomatenzellen beschickt 
wurde. Die Tomatenzellen wurden luftblasenf rei mit sterilem 

20 Filterpapier abgedeckt. Die Vorkultur der Explantate auf dem 
beschriebenen Medium erfolgte fiXr drei bis fiinf Tage. Zellen 
des Stammes Agrobakterium tumefaciens LBA4404 wurden einzeln mit 
den Plasmiden pS3KET02, pS3KET03, pS3AP3PKET05 bzw. pS3AP3KET02 
trans formiert . Von den einzelnen mit den BinSxvektoren pS3KET02, 

25 pS3KET03 bzw. pS3KET02 transf ormier ten Agrobakterium-StSmmen 
wurde jeweils eine Ubernachtkultur in YEB Medium mit Kanamycin 
(20 mg/1) bei 28 Gard Celsius kultiviert und die Zellen zentri- 
fugiert.Das Bakterienpellet wurde mit fliissigem MS Medium (3 % 
Saccharose, pH 6,1) resuspendiert und aiuf eine optische Dichte 

30 von 0,3 (bei 600 nm) eingestellt. Die vorkultivierten Explantate 
wurden in die Suspension iiberftihrt und fur 30 Minuten bei Zimmer- 
temperatur unter leichtem* Schuitteln inkubiert. AnschlieSend 
wurden die Explantate mit sterilem Filterpapier getrocknet und 
fiir die dreitagige Co-Kultur (21°C) auf ihr Vorkulturmedium zurtick 

35 gelegt. 

Nach der Co-kultur wurden die Explantate auf MSZ2 Medium (MS 

pH 6,1 + 3 % Saccharose, 2 mg/1 Zeatin, 100 mg/1 Kanamycin, 

160 mg/1 Timentin) transferiert und ftir die selektive Regenera- 

40 tion bei 21°C unter Schwachlicht Bedingungen (20 bis 100 |iE, 
Lichtrhythmus 16 h/8 h) aufbewahrt. Aller zwei bis drei Wochen 
erfolgte der Transfer der Explantate bis sich Sprosse bilden. 
Kleine Sprosse konnten vom Explantat abgetrennt werden und auf MS 
(pH 6,1 + 3 % Saccharose) 160 mg/1 Timentin, 30 mg/1 Kanamycin, 

45 0,1 mg/1 IAA bewurzelt werden. Bewurzelte Pflanzen wurden ins Ge- 
wachshaus iiberftihrt. 
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GemaE der oben beschriebenen Trans format ionsmethode wurden mit 
folgenden Expressionskonstrukten folgende Linien erhalten: 



Mit pS3KET02 wurde erhalten: csl3-8, csl3-24, csl3-30, csl3-40. 

5 

Mit pS3KET03 wurde erhalten: csl4-2, csl4-3, csl4-9, csl4-19. 

Mit pS3 AP3 PKET02 wurde erhalten: csl6-15, csl6-34, csl6-35, 
csl6-40. 

10 

Tabelle 1 zeigt das Erscheinungsbild der Bliitenbl&tter der 
erf indungsgemaS genetisch veranderten Tomatenpf lanzen. Die 
Analyse der Ketocarotinoide erfolgte wie nachstehend beschrieben. 

15 Tabelle 1 



20 



Pflanze 


Bliitenfarbe 


Astaxanthin 


Adonixanthin 










Control 


gelb 


nein 


nein 


Control 


gelb 


nein 


nein 


CS13-S 


orange 


ja 


ja 


CS 13-24 


orange 


ja 


ja 


CS13-30 


orange 


ja 


ja 


CS13-40 


orange 


ja 


ja 


CS14-2 


orange 


ja 


ja 


CS14-3 


orange 


ja 


ja 


CS14-9 


orange 


ja 


ja 


CS14-19 


orange 


ja 


ja 


CS16-15 


orange 


ja 


ja 


CS 16-34 


orange 


ja 


ja 


CS 16-35 


orange 


ja 


ja 


CS 16-40 


orange 


ja 





Beispiel 7: 

Herstellung transgener Tagetes Pflanzen 

35 Tagetessamen werden sterilisiert und auf Keimungsmedium (MS- 
Medium; Murashige and Skoog, Physiol. Plant. 15(1962), 473-497) 
pH 5,8, 2 % Saccharose) aufgelegt. Die Keimung erfolgt in einem 
Temperatur/Licht/Zeitintervall von 18 bis 28°C/20-200 fiE/3 bis 
16 Wochen, bevorzugt jedoch bei 21°C, 20 bis 70 |iE, fttr 4 bis 

40 8 Wochen • 

Alle Blatter der sich bis dahin entwickelten in vitro Pflanzen 
werden geerntet und quer zur Mittelrippe geschnitten. Die dadurch 
entstehenden Blattexplantate mit einer GroSe von 10 bis 60 mm 2 
45 werden im Verlauf e der Preparation in f ltissigem MS-Medium bei 
Raumtemperatur ftir maximal 2 h aufbewahrt. 
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Ein beliebiger Agrobakterium tumefaciens Stamm, bevorzugt aber 
ein supervirulenter Stamm, wie z.B. EHA105 mit einem entsprechen- 
den Binarplasmid, das ein Selektionsmarkergen (bevorzugt bar Oder 
pat) sowie ein oder mehrere Trait- oder Reportergene tragen Icann 

'5 wird (beispielsweise pS5KET02 und pS5AP3PKET02 ) , uber Nacht 
angezogen und ftir die Co-Kultivierung mit dem Blattmaterial 
verwendet. Die Anzucht des Bakterienstammes kann wie folgt erfol- 
gen: Eine Einzelkolonie des entsprechenden Stammes wird in YEB 
(0,1 % Hefeextrakt, 0,5 % Rindf leischextrakt , 0,5 % Pepton, 0,5 % 

10 Saccharose, 0,5. % Magnes iumsul fat x 7 H2O) mit 25 mg/1 Kanamycin 
angeimpft und bei 28°C fur 16 bis 20 h angezogen. AnschlieSend 
wird die Bakteriensuspension durch Zentrifugation bei 6000 g ftir 
10 min geerntet und derart in fliissigem MS Medium resuspendiert , 
dass eine OD600 von ca. 0,1 bis 0,8 entstand. Diese Suspension 

15 wird fur die C-Kultivierung mit dem Blattmaterial verwendet. 

Unmittelbar vor der Co-Kultivierung wird das MS-Medium, in dem 
die Blatter aufbewahrt worden sind, durch die Bakteriensuspension 
ersetzt. Die Inkubation der Blattchen in der Agrobakteriensuspen- 

20 sion er folgt e ftir 30 min unter leichtem Schtitteln bei Raumtempe- 
ratur. AnschlieSend werden die infizierten Explantate auf ein mit 
Agar (z.B. 0,8 % Plant Agar (Duchefa, NL) verfestigtes MS-Medium 
mit Wachs tumsregulatoren , wie beispielsweise 3 mg/1 Benzylamino- 
purin (BAP) sowie 1 mg/1 Indolylessigsaure (IAA) aufgelegt. Die 

25 Orientienang der Blatter auf dem Medium ist bedeutungslos . Die 
Kultivierung der Explantate findet fur 1 bis 8 Tage, bevorzugt 
aber ftir 6 Tage statt, dabei konnen folgende Bedingungen angewen- 
det werden: Lichtintensitat : 30 bis 80 fiMol/m 2 x sec, Teicrperatur : 
22 bis 24°C, hell/dunkel Wechsel von 16/8 Stunden. AnschlieSend 

30 werden die co-kultivierten Explantate auf frisches MS-Medium, 

bevorzugt mit den gleichen Wachs tumsregulatoren tlbertragen, wobei 
dieses zweite Medium zusatzlich ein Antibiotikum zur Unterdruk- 
kung des Bakterienwachstums enthMlt . Timentin in einer Konzen- 
tration von 200 bis 500 mg/1 ist ftir diesen Zweck sehr geeignet. 

35 Als zweite selektive Komponente wird eine ftir die Selektion des 
Trans forma tionserf olges eingesetzt. Phosphinothricin in einer 
Konzentration von 1 bis 5 mg/1 selektiert sehr effizient, aber 
auch andere selektive Komponenten gemaS des zu verwendenden 
Verf ahrens sind denkbar. 

40 

Nach jeweils ein bis drei Wochen er folgt der Transfer der 
Explantate auf frisches Medium bis sich Sprossknospen und kleine 
Sprosse entwickeln, die dann auf das gleiche Basalmedium ein- 
schliefilich Timentin und PPT oder alternative Komponenten mit 
45 Wachs tumsregulatoren, namlich z.B. 0,5 mg/1 IndolylbuttersSure 
(IBA) und 0,5 mg/1 Gibberillinsaure GA 3 , zur Bewurzelung uber- 
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tragen werden. Bewurzelte Sprosse konnen ins Gewachshaus uber- 
fuhrt werden. 

Zusatzlich zu der beschriebenen Methode sind folgende vorteil- 
5 hafte Modif ikationen moglich: 

• Bevor die Explantate mit den Bakterien infiziert werden, kon- 
nen sie ftir 1 bis 12 Tage, bevorzugt 3 bis 4, auf das oben 
beschriebene Medium fur die Co-Kultur vorinkubiert werden. 

10 Anschliefiend erfolgt die Infektion, Co-Kultur und selektive 

Regeneration wie oben beschrieben. 

• Der pH Wert fur die Regeneration (normalerweise 5,8) kann auf 
pH 5,2 gesenkt werden. Dadurch wird die Kontrolle des Agro- 

15 bakterienwachstums verbessert. 

• Die Zugabe von AgNC>3 (3 - 10 mg/1) zum Regenerationsmedium 
verbessert den Zustand der Kultur einschliefilich der Regene- 
ration selbst. 

20 

• Komponenten, die die Phenolbildung reduzieren und dem 
Fachmann bekannt sind, wie z.B. Zitronensaure, Ascorbinsaure, 
PVP u.v.a.m., wirken sich positiv auf die Kultur aus. 

25 • PCir das gesamte Verfahren kann auch fliissiges Kulturmedium 
Verwendung finden. Die Kultur kann auch auf hande Isubl i chen 
Tragern, die auf dem fltlssigen Medium positioniert werden 
inkubiert werden. 

30 Gemafi der oben beschriebenen Transf ormationsmethode wurden mit 
folgenden Expressionskonstrukten folgende Linien . erhalten : 

Mit pS5KET02 wurde beispielsweise erhalten: csl8-l und csl8-2, 
mit pS5 AP3 PKET02 wurde beispielsweise erhalten: csl9-l, csl9-2 
35 und csl9-3. 

Beispiel 8 

Charakterisierung der transgenen Pf lanzenbliiten 
40 Beispiel 8.1 

Trennung von Carotinoidestem in Biutenblattern transgenar Pf lan- 
zen 



45 



Die BlUtenblatter der transgenen Pf lanzen werden in f lussigem 
Stickstoff gemorsert und das Petalenpulver (etwa 40 mg) mit 100 % 
5 Aceton extrahiert (dreimal je 500 fil) . Das Losungsmittel wird eva- 
poriert und die Carotinoide in 100 bis 200 |il Petrolether /Aceton 
(5:1, v/v) resuspendiert . 

Die Carotinoide werden in konzentrierter Form mittels DCLnn- 
10 schicht-Chromatographie (TLC) auf SilicaSO F254- Platten (Merck) 
in einem organischen Laufmittel (Petrolether /Aceton; 5:1) ent- 
sprechend ihrer Phobizitat aufgetrennt. Gelbe (Xanthophyllester ) , 
rote (Ketocarotinoidester) und orange Banden (Mischung aus Xan- 
thophyll- und Ketocarotinoidestern) auf der TLC werden ausge- 
15 kratzt. 

Die an Silica gebundenen Carotinoide werden dreimal mit 500 [il 
Aceton eluiert, das Losungsmittel evaporiert und die Carotinoide 
mittels HPLC aufgetrennt und identif iziert. 

20 

Mittels einer C30-reverse phase-Saul e kann zwischen Mono- und 
Dies tern der Carotinoide unterschieden werden. HPLC-Laufbedingun- 
gen waren nahezu identisch mit einer publizierten Methode (Frazer 
et al. (2000) , Plant Journal 24(4): 551-558), Eine Identif izierung 
25 der Carotinoide ist aufgrund der UV-VTS-Spektren moglich. 

Petalenmaterial der transgenen Tomatenpf lanzen CS13-8, csl3-24, 
csl3-30, csl3-40, csl4-2, csl4-3, csl4-9, csl4-19 wurden gemor- 
sert und mit Aceton extrahiert. Extrahierte Carotinoide wurden 
30 mittels TLC aufgetrennt. In beiden Linien konnten Mono- und 

Diester von Ketocarotinoiden detektiert werden; die Monoester wa- 
ren in deutlich geringerer Konzentration als die Diester vorhan- 
den. 

35 HPLC-Analysen ergaben, das Diester der Xanthophylle (gelbe Bande) 
und der Ketocarotinoide (rote Bande) vorlagen; die Diester der 
Ketocarotinoide lagen in etwa lOmal hoherer Konzentration vor als 
die Monoester (Abbildung 10) . 

40 Petalenmaterial der transgenen Tomatenpf lanzen csl6-15, csl6-34, 

csl6-35, csl6-40, die den AP3-Promotor tragen, wurden gemdrsert und 
mit Aceton extrahiert. Extrahierte Carotinoide wurden mittels TLC 
aufgetrennt. Monoester von Ketocarotinoiden konnten nicht oder 
nur in auSert geringer Konzentration nachgewiesen werden. Diester 

45 der Ketocarotinoide waren in gleicher Menge wie in Linien CS13 
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Allgemeine Arbeitsvorschrif t: 
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und CS14 vorhanden. Diester der Xanthophylle war en mengenma&ig 
wenig verandert im Vergleich zu Kontrollpf lanzen. 

Abbildung 9A zeigt ein Dftnnschi cht -Chroma togramm. Die Carotinoide 
5 aus Tomatenpetalen wurden mit Aceton extrahiert und mittels Dunn- 
schicht-Chromatographie aufgetrennt. Im Vergleich zu Kontroll-Ex- 
trakten konnten zusatzliche Carotinoidbanden [(1), (2) und (3)] in 
Petalen transgener Tomatenpf lanzen detektiert werden. 

10 Abbildung 10 zeigt ein HPLC-Diagramm . Die zusatzlichen Carotino- 
idbanden in Petalen transgener Tomatenfriichte (siehe (1-3) in Ab- 
bildung 9A) wurden extrahiert, mit Aceton eluiert und mittels 
HPLC analysiert. (1) wurde als Monoester, (2) und (3) wurden als 
Diester identif iziert . 

15 

Beispiel 9 

Enzymatische Hydrolyse von Carotinoidestern und Identif izierung 
der Carotinoide 

20 Allgemeine Arbeitsvorschrif t 

Gemorsertes Petalenmaterial (50 bis 100 mg Frischgewicht) wird 
mit 100 % Aceton (dreimal 500 |il; jeweils etwa 15 Minuten schttt- 
teln) extrahiert. Das L6sungsmittel ; wird evaporiert . Carotinoide 

25 werden anschlieSend in 400 fil Aceton aufgenoramen (Absorption bei 
475 nm zwischen 0.75 und 1,25) und 5 min im Ultraschall-Bad be- 
handelt. Der Carotinoid-Extrakt wird mit 300 (il 50 mM Tris-HCl- 
Puffer (pH 7,0) gemischt und 5 bis 10 Minuten bei 37C inkubiert. 
Danach erfolgt die Zugabe von 100 bis 200 |il Cholesterol-Esterase 

30 (Stamml6sung: 6,8 units/ml einer Cholesterol-Esterase von Pseudo- 
monas spec.) . Nach 8 bis 12 Stunden wird nochioals 100 bis 200 pi 
Enzym zugegeben; Hydrolyse der Ester erfolgt innerhalb von 24 
Stunden bei Inkubation bei 37C. Nach Zugabe 0.35 g Na2S04xlOH20 
und 500 fil Petrolether wird gut gemischt und zentrifugiert 

35 (3 Minuten; 4500 g) . Petrolether-Phase wird abgezogen und noch- 
mals mit 0,35 g Na2S04xlOH20 (anhydrous) gemischt. Zentrifugation 
ftir 1 Minute bei 10000 g. Petrolether wird evaporiert und freie 
Carotinoide werden in 100 bis 120 |il Aceton aufgenommen. Mittels 
HPLC und C30-reverse phase-SSule konnen freie Carotinoide auf- 

40 grund von Retentionszeit und UV-VIS-Spektren identif iziert wer- 
den. 

Isolierte Ketocarotinoidester (Mono- und Diester) der Linien 
CS13, CS14 und CS16 wurden mit Cholesterol-Esterase hydrolysiert 
45 land die f reigesetzten Carotinoide mittels HPLC aufgetrennt. Iden- 
tifizierung der Carotinoide erfolgte aufgrund von Retentionszeit 
und Spektrum im Vergleich zu Carotinoid-Standards . Mono- und 
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Diester enthalten Astaxanthin in hoher Konzentration (90%) und 
Adonixanthin in geringer Konzentration (10%) . 
(siehe Tabelle xand Abbildungen) 

5 Abbildung 11 zeigt ein HPLC-Diagramm. Die eluierten Ester aus 
Beispiel 9 (Abbildung 10) wurden enzymatisch hydrolysiert und die 
Hydrolyseprodukte mittels HPLC analysiert. Sowohl Mono- als auch 
Diester enthalten Astaxanthin als Hauptcarotinoid sowie Adoni- 
xanthin in geringer Konzentration. 

10 

Beispiel 10: 

Herstellung eines Klonierungsvektors zur Herstellung von Inver- 
ted-Repeat-Expressionskassetten ftir die bliitenspezif ischen Ex- 
pression von Epsilon-cyclase dsRNAs in Tagetes erecta 

15 

Die Expression von Inverted-Repeat Transkripten bestehend aus 
Fragmenten der Epsilon-Cyclase in Tagetes erecta erfolgte unter 
Kontrolle einer modif izierten Version AP3P des bliitenspezif ischen 
Promoters AP3 aus Arabidopsis thaliana (AL132971: Nukleotidregion 
20 9298 bis 10200; Hill et al. (1998) Development 125: 1711 bis 
1721). 

Das Inverted-Repeat Transkript enthalt jeweils ein Fragment in 
korrekter Orientierung (Sense-Fragment) und ein sequenzidenti- 
25 sches Fragment in entgegengesetzter Orientierung (Antisense-Frag- 
ment) , die durch ein funktionelles Intron, das PIV2 Intron des 
ST-LH1 Genes aus Kartoffel (Vancanneyt G. et al. (1990) Mol Gen 
Genet 220: 245-50) mit einander verbunden sind. 

30 Die cDNA, die fttr den AP3 Promoter (-902 bis +15) aus Arabidopsis 
thaliana codiert, wurde mittels PCR unter Verwendung genomischer 
DNA (nach Standardmethode aus Arabidopsis thaliana isbliert) und 
der Primer PR7 (SEQ ID NO: 49) und PR10 (SEQ ID NO: 52) herge- 
stellt. 

35 

Die PCR-Bedingungen war en die folgenden: 

Die PCR zur Amplif ikation der DNA, die das AP3 -Promoter fragment 
(-902 bis +15) codiert, erfolgte in einem 50 jtl Reaktionsansatz, 
40 in dem enthalten war: 

- 1 jxl genomischer DNA aus A. thaliana (1:100 verd hergestellt 
wie oben beschrieben) 

- 0.25 mM dNTPs 

45 - 0.2 mM PR7 (SEQ ID NO: 49) 
0.2 mM PR10 (SEQ ID NO: 52) 
5 |il 10X PCR-Puffer (Stratagene) 
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- 0.25 |xl Pfu Polymerase (Stratagene) 
28.8 \il Aq. Dest. 

Die PGR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgef uhrt : 

5 

IX 94°C 2 Minuten 

35X 94°C 1 Minute 



Das 922 Bp Amplifikat wurde unter Verwendung von S t andar dme thoden 
in den PCR-Klonierungsvektor pCR 2-1 (Invitrogen) kloniert und 
das Plasmid pTAP3 erhalten. Sequenzierung des Klons pTAP3 besta- 

15 tigte eine Sequenz, die sich lediglich in durch eine Insertion 
(ein G in Position 9765 der Sequenz AL132971) und einen Basenau- 
stausch (ein G statt ein A in Position 9726 der Sequenz AL132971) 
von der publizierten AP3 Sequenz (AL132971, Nukleotidregion 9298 
bis 10200) unterscheidet (Position 33: T statt G, Position 55: 

20 T statt G) . Diese Nukleotidunterschiede wurden in einem unabhan- 
gigen Amplif ikationsexperiment reproduziert und reprasentieren 
somit die Nukleotidsequenz in der verwendeten Arabidopsls tha- 
liana. Pflanze. 

25 Die modifizierte Version AP3P wurde mittels rekombinanter PCR 

unter Verwendung des Plasmids pTAP3 hergestellt . Die Region 10200 
bis 9771 wurde mit den Primern PR7 (SEQ ID NO: 49) und Primern 
PR9 (SEQ ID NO: 51) amplif iziert (Amplifikat A7/9), die Region 
9526 bis 9285 wurde mit den PR8 (SEQ ID NO: 50) und PR10 

30 (SEQ ID NO: 52) amplifiziert (Amplifikat A8/10) . 

Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR-Reaktionen zur Amplif ikat ion der DNA-Fragmente , die 
35 fur die Regionen Region 10200 bis 9771 und 9526 bis 9285 des AP3 
Promoters codieren, erfolgte in 50 |il ReaktionsansStzen, in denen 
enthalten war: 

- 100 ng AP3 Amplifikat (oben beschrieben) 
40 - 0.25 mM dNTPs 

- 0.2 mM PR7 (SEQ ID NO: 49) bzw. PR8 (SEQ ID NO: 50) 

- 0.2 mM PR9 (SEQ ID NO: 51) bzw. PR10 (SEQ ID NO: 52) 

- 5 |il 1 OX PCR-Puffer (Stratagene) 

- 0.25 fil Pf u* Taq Polymerase (Stratagene) 
45 - 28.8 (il Aq. Dest. 



10 IX 



50°C 
72°C 
72°C 



1 Minute 
1 Minute 
10 Minuten 
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Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgef iihrt : 



IX 94°C 2 Minuten 

35X 94°C 1 Minute 

5 50°C 2 Minuten 

72 °C 3 Minuten 

IX 72°C 10 Minuten 



Die rekombinante PCR beinhaltet Annealing der sich iiber eine 
10 Sequenz von 25 Nukleotiden tiberlappenden Amplifikate A7/9 und 
A8/10, Vervollstandigung zu einem Doppelstrang und ans chl i eSende 
Amplif izierung. Dadurch entsteht eine modif izierte Version des 
AP3 Promoters, AP3P, in dem die Positionen 9670 bis 9526 dele- 
tiert sind. Die Denaturierung (5 min bei 95°C) und Annealing 
15 (langsame Abkuhlung bei Raumtemperatur auf 40°C) beider Amplifi- 
kate A7/9 und A8/10 erfolgte in einem 17.6 jxl Reaktionsansatz, in 
dem enthalten war: 

- 0.5 jig A7/9 
20 - 0.25 |ig A8/10 

Das Auffiillen der 3'Enden (30 min bei 30°C) erfolgte in einem 
20 |il Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

25 - 17.6 ill A7/9 und A8/10-Annealingsreaktion (hergestellt wie oben 
beschrieben) 

- 50 |iM dNTPs 

- 2 |ll IX Klenow Puffer 

- 2U Klenow Enzym 

30 

Die Nukleinsaure codierend fiir die modifizierte Promoterversion 
AP3P wurde mittels PCR unter Verwendung eines sense spezifischen 
Primers (PR7 SEQ ID NO: 49) und eines antisense spezifischen 
Primers (PR10 SEQ ID NO: 52) amplif iziert. 

35 

Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplif ikation des AP3P Fragmentes erfolgte in einem 
50 jxl Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

40 

- 1 \il Annealingsreaktion (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0.25 mM dNTPs 

- 0.2 mM PR7 (SEQ ID NO: 49) 

- 0.2 mM PR10 (SEQ ID NO: 52) 

45 - 5 fil 10X PCR-Puffer (Stratagene) 

- 0.25 \il Pfu Taq Polymerase (Stratagene) 

- 28.8 |il Aq. Dest. 
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Die PGR wurde tmter folgenden Zyklusbedingungen durchgef xilirt : 

IX 94°C 2 Minuten 

35X 94°C 1 Minute 

5 50°C 1 Minuten 

72°C 1 Minuten 

IX 72°C 10 Minuten 

Die PCR-Amplifikation mit PR7, SEQ ID NO: 49 und PR10 
10 SEQ ID NO: 52 resultierte in einem 778 Bp Fragment das fur die 
modifizierte Promoterversion AP3P codiert. Das Amplifikat wurde 
in den Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzie- 
rungen mit den Primern T7 und M13 bestatigten eine zur Sequenz 
AL132971, Region 10200 bis 9298 identische Sequenz, wobei die 
15 interne Region 9285 bis 9526 deletiert wurde. Diese Klon wurde 
• daher fur die Klonierung in den Expressionsvektor pJTT117 (Gueri- 
neau et al. 1988, Nucl. Acids Res. 16: 11380) verwendet. 

Die Klonierung erf olgte durch Isolierung des 771 Bp Sacl-Hindlll 
20 Fragmented aus pTAP3P und Ligierung in den Sacl-Hindlll geschnit- 
tenen Vektor pJIT117 . Der Klon, der den Promoter AP3P anstelle 
des ursprunglichen Promoters d35S enthalt, heisst pJAP3P. 

Ein DNA-Fragment, das das PIV2 Intron des Gens ST-LS1 enthalt 
25 wurde mittels PCR unter Verwendung von Plasmid-DNA p35SGUS INT 
(Vancanneyt G. et al. (1990) Mol Gen Genet 220: 245-50) sowie der 
Primer PR40 (Seq ID NO: 54) und Primer PR41 (Seq ID NO: 55) her- 
gestellt . 

30 Die PCR-Bedingungen war en die folgenden: 

Die PCR zur Amplif ikation der Sequenz des Intron PIV2 des Gens 
ST-LS1, erf olgte in einem 50 (il Reaktionsansatz , in dem enthalten 
war: 
35 

- 1 Jil p35SGUS INT 

- 0.25 mM dNTPs 

- 0.2 (IM PR40 (SEQ ID NO: 54) 

- 0.2 |IM PR41 (SEQ ID NO: 55) 
40 - 5 \ll 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0.25 |il R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28.8 fil Aq. Dest. 



45 
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Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgef iihrt : 

IX 94°C 2 Minuten 

35X 94°C 1 Minute 

5 53 °C 1 Minuten 

72°C 1 Minuten 

IX 72°C 10 Minuten 

Die PCR-Amplif ikation mit PR40 und PR41 resultierte in einem 
10 206 Bp-Fragment. Unter Verwendung von Standardmethoden wurde das 
Amplifikat in den PCR-Klonierungs vektor pBluntll (Invitrogen) 
kloniert und der Klon pBluntII-40-41 erhalten. Secjuenzierungen 
dieses Klons mit dem Primer SP6 bestatigte eine Sequenz, die 
identisch ist mit der entsprechenden Sequenz aus dem Vektor 
15 p35SGUS INT. 

Dieser Klon wurde daher fiir die Klonierung in den Vektor pJAP3P 
(oben beschrieben) . 

20 Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 206 Bp Sall-BamHI 
Fragmentes aus pBluntII-40-41 und Ligierung mit dem Sall-BamHI 
geschnittenen Vektor pJAP3P. Der Klon, der das Intron PIV2 des 
Gens ST-LS1 in der korrekten Orientierung anschlieSend an das 
3*Ende.des rbcs Trans itpept ides enthalt, heisst pJAIl und ist ge- 

25 eignet, Expressionskassetten fur die bliitenspezif ische Expression 
von Inverted-Repeat Transkripten herzustellen. 

In der Abbildung 12 beinhaltet Fragment AP3P den modif izierten 
AP3P Promoter (771 bp) , Fragment rJbcs das rbcS Transitpeptid aus 
30 Erbse (204 bp) , Fragment intron das Intron PIV2 des Kartoff el- 
Gens ST-LS1, und Fragment term (761 Bp) das Polyadenylierungs- 
signal von CaMV. 



Beispiel 11 

35 Herstellung von Inverted-Repeat-Expressionskassetten fur die 
bliitenspezifische Expression von Epsilon-cyclase dsRNAs in 
Tag-etes erecta (gerichtet gegen die 5 "Region der Epsilon-Cyclase 
cDNA) 

40 Die Nukleins&ure, die die 5'terminale 435bp Region der Epsilon- 
Cyclase cDNA (Genbank accession NO: AF251016) enthalt, wurde 
mittels polymerase chain reaction (PCR) aus Tagretes erecta 
cDNA unter Verwendung eines sense spezifischen Primers (PR42 
SEQ ID NO: 56) und eines antisense spezifischen Primers (PR43 

45 SEQ ID NO: 57) amplif iziert . Die 5'terminale 435 bp Region der 
Efcsilon-Cyclase cDNA aus Tagetes erecta setzt sich zusammen axis 



36 



<210> 
<211> 
<212> 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



21 

195 

DNA 



<213> Kartoffel 



Intron 
(1).. (195) 




<400> 21 

tacgtaagtt tctgcttcta cctttgatat'-atatataata attatcatta attagtagta 
atataatatt tcaaatattt ttttcaaaat aaaagaatgt agtatatagc aattgctttt 
ctgtagttta taagtgtgta tattttaatt tataactttt ctaatatatg accaaaattt 
tgatgtgc agctg 



<210> 22 

<211> 1155 

<212> DNA 

<213> Haematococcus pluvial is 
<220> 

<221> CDS 

<222> (6).. (995) 

<223> 



60 
120 
180 
195 



<400> 22 

gaagc atg cag eta gca gcg aca gta atg ttg gag cag ctt acc gga age 
Met Gin Leu Ala Ala Thr Val Met Leu Glu Gin Leu Thr Gly Ser 



10 



15 



I^gct gag gca etc aag gag aag gag aag gag gtt gca ggc age tct gac 

PAla Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp 

; 20 25 30 

gtg ttg cgt aca tgg gcg acc cag tac teg ctt ccg tea gag gag tea 

Val Leu Arg Thr Trp Ala Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu Ser 

35 40 45 

gac gcg gee cgc ccg gga ctg aag aat gee tac aag cca cca cct tec 

Asp Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro Ser 

50 55 60 

gac aca aag ggc ate aca atg gcg eta get gtc ate ggc tec tgg gee 

Asp Thr Lys Gly lie Thr Met Ala Leu Ala Val He Gly Ser Trp Ala 

65 70 75 



50 



98 



146 



194 



242 



gca gtg ttc etc cac gee att ttt caa ate aag ctt ccg acc tec ttg 
Ala Val Phe Leu His Ala He Phe Gin He Lys Leu Pro Thr Ser Leu 
80 85 90 95 



290 




gac cag ctg cac tgg ctg ccc gtg tea gat gec aca get cag ctg gtt 338 
Asp Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu Val 
100 105 110 

age ggc age age age ctg ctg cac ate gtc gta gta ttc ttt gtc ctg 386 
Ser Gly Ser Ser Ser Leu Leu His lie Val Val Val Phe Phe Val Leu 
115 120 125 

gag ttc ctg tac aca ggc ctt ttt ate acc acg cat gat get atg cat 434 
Glu Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe lie Thr Thr His Asp Ala Met His 
130 135 140 

ggc acc ate gee atg aga aac agg cag ctt aat gac ttc ttg ggc aga 482 
Gly Thr lie Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg 
145 150 155 



gta tgc ate tec ttg tac gec tgg ttt gat tac aac atg ctg cac cgc 530 
Val Cys lie Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His Arg 
0 165 170 175 



g cat tgg gag cac cac aac cac act ggc gag gtg ggc aag gac cct 578 
Lys His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp Pro 
180 185 190 

gac ttc cac agg gga aac cct ggc att gtg ccc tgg ttt gee age ttc 626 
Asp Phe His Arg Gly Asn Pro Gly lie Val Pro Trp Phe Ala Ser Phe 
195 200 205 

atg tec age tac atg teg atg tgg cag ttt gcg cgc etc gca tgg tgg 674 
Met Ser Ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp Trp 
210 215 220 

acg gtg gtc atg cag ctg ctg ggt gcg cca atg gcg aac ctg ctg gtg 722 
Thr Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu Val 
225 230 235 

ttc atg gcg gee gcg ccc ate ctg tec gee ttc cgc ttg ttc tac ttt 770 
xPhe Met Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr Phe 
"240 245 250 255 



ggc acg tac atg ccc cac aag cct gag cct ggc gee gcg tea ggc tct 818 
Gly Thr Tyr Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly Ser 
260 265 270 

tea cca gec gtc atg aac tgg tgg aag teg cgc act age cag gcg tec 866 
Ser Pro Ala Val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala Ser 
275 280 285 

gac ctg gtc age ttt ctg acc tgc tac cac ttc gac ctg cac tgg gag 914 
Asp Leu Val Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp Glu 
290 295 ^ 300 



cac cac cgc tgg ccc ttt gee ccc tgg tgg gag ctg ccc aac tgc cgc 
His His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys Arg 
305 310 315 



962 
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cgc ctg tct ggc cga ggt ctg gtt cct gcc tag ctggacacac tgcagtgggc 1015 
Arg Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala 
320 . 325 

cctgctgcca gctgggcatg caggttgtgg caggactggg tgaggtgaaa agctgcaggc 1075 
gctgctgccg gacacgctgc atgggctacc ctgtgtagct gccgccacta ggggaggggg 1135 
tttgtagctg tcgagcttgc 1155 

<210> 23 
<211> 329 
<212> PRT 

<213> Haematococcus pluvialis 
<400> 23 

Met Gin Leu Ala Ala Thr Val Met Leu Glu Gin Leu Thr Gly Ser Ala 
5 10 15 



Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp Val 
20 25 30 



Leu Arg Thr Trp Ala Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu Ser Asp 
35 40 45 



Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro Ser Asp 
50 55 60 



Thr Lys Gly lie Thr Met Ala Leu Ala Val lie Gly Ser Trp Ala Ala 
65 70 75 80 




# 



Val Phe Leu His Ala lie Phe Gin lie Lys Leu Pro Thr Ser Leu Asp 
85 90 95 



Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu Val Ser 
100 105 110 



Gly Ser Ser Ser Leu Leu His He Val Val Val Phe Phe Val Leu Glu 
115 120 125 



Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Thr His Asp Ala Met His Gly 
130 135 140 



Thr He Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg Val 
145 150 155 160 
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Cys He Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His Arg Lys 
165 170 175 



His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp Pro Asp 
180 185 190 



Phe His Arg Gly Asn Pro Gly He Val Pro Trp Plie Ala Ser Phe Met 
195 200 205 



Ser Ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp Trp Thr 
210 215 220 




Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu Val Phe 
225 230 235 240 



!et Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr Phe Gly 
245 250 255 



Thr Tyr Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly Ser Ser 
260 265 270 

Pro Ala Val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala Ser Asp 
275 280 285 

Leu Val Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp Glu His 
290 295 300 




His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys Arg Arg 
305 310 315 320 



Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala 
325 



<210> 24 

<211> 1111 

<212> DNA 

<213> Haematococcus pluvialis 
<220> 

<221> CDS 

<222> (4) . . (951) 

<223> 



<400> 




tgc atg eta gag gca etc aag gag aag 
Met Leu Glu Ala Leu Lys Glu Lys 
1 5 

tct gac gtg ttg cgt aca tgg gcg ace 
Ser Asp Val Leu Arg Thr Trp Ala Thr 
20 




40 

gag aag gag gtt gca ggc age 48 
Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser 
10 15 

cag tac teg ctt ccg tea gaa 96 
Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu 
25 30 





gag tea gac gcg gec cgc ccg gga ctg aag aat gec tac aag cca cca 144 
Glu Ser Asp Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro 
35 40 45 

cct tec gac aca aag ggc ate aca atg gcg eta get gtc ate ggc tec 192 
Pro Ser Asp Thr Lys Gly lie Thr Met Ala Leu Ala Val He Gly Ser 
50 55 60 

tgg gee gca gtg ttc etc cac gec att ttt caa ate aag ctt ccg ace 240 
Trp Ala Ala Val Phe Leu His Ala He Phe Gin He Lys Leu Pro Thr 
65 70 75 

ttg gac cag ctg cac tgg ctg ccc gtg tea gat gec aca get cag 288 
Leu Asp Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin 
85 90 95 

ctg gtt age ggc age age age ctg ctg cac ate gtc gta gta ttc ttt 336 
Leu Val Ser Gly Ser Ser Ser Leu Leu His He Val Val Val Phe Phe 
100 105 110 

gtc ctg gag ttc ctg tac aca ggc ctt ttt ate ace acg cat gat get 384 
Val Leu Glu Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Thr His Asp Ala 
115 120 .125 

atg cat ggc acc ate gec atg aga aac agg cag ctt aat gac ttc ttg 432 
Met His Gly Thr He Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu 
130 135 140 

ggc aga gta tgc ate tec ttg tac gee tgg ttt gat tac aac atg ctg 480 
Gly Arg Val Cys He Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu 
145 150 155 

cac cgc aag cat tgg gag cac cac aac cac act ggc gag gtg ggc aag 528 
His Arg Lys His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys 
160 165 170 175 

gac cct gac ttc cac agg gga aac cct ggc att gtg ccc tgg ttt gee 576 
Asp Pro Asp Phe His Arg Gly Asn Pro Gly He Val Pro Trp Phe Ala 
180 185 190 

age ttc atg tec age tac atg teg atg tgg cag ttt gcg cgc etc gca 624 
Ser Phe Met Ser Ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala 
195 200 205 

tgg tgg acg gtg gtc atg cag ctg ctg ggt gcg cca atg gcg aac ctg 672 
Trp Trp Thr Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu 
210 215 220 

ctg gtg ttc atg gcg gec gcg ccc ate ctg tec gee ttc cgc ttg ttc 720 




41 

Leu Val Phe Met Ala Ala Ala Pro lie Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe 
225 230 235 

tac ttt ggc acg tac atg ccc cac aag cct gag cct ggc gcc gcg tea 768 
Tyr Phe Gly Thr Tyr Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser 
240 245 250 255 

ggc tct tea cca gcc gtc atg aac tgg tgg aag teg cgc act age cag 816 
Gly Ser Ser Pro Ala Val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin 
260 265 270 

gcg tec gac ctg gtc age ttt ctg acc tgc tac cac ttc gac ctg cac 864 
Ala Ser Asp Leu Veil Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His 
275 280 285 

tgg gag cac cac cgc tgg ccc ttc gcc ccc tgg tgg gag ctg ccc aac 912 
Trp Glu His His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn 
290 295 300 

c cgc cgc ctg tct ggc cga ggt ctg gtt cct gcc tag ctggacacac 961 
Is Arg Arg Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala 
305 310 315 

tgcagtgggc cctgctgcca gctgggcatg caggttgtgg caggactggg tgaggtgaaa 1021 

agetgeagge gctgctgccg gacacgttgc atgggctacc ctgtgtagct gccgccacta 1081 

ggggaggggg tttgtagctg tegagcttge 1111 

<210> 25 

<211> 315 

<212> PRT 

<213> Haematococcus pluvial is 

<400> 25 

^ Met Leu Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser 
~ 1 5 10 15 

Asp Val Leu Arg Thr Trp Ala Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu 
20 25 30 

Ser Asp Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro 
35 40 45 

Ser Asp Thr Lys Gly He Thr Met Ala Leu Ala Val He Gly Ser Trp 
50 55 60 




Ala Ala Val Phe Leu His Ala He Phe Gin He Lys Leu Pro Thr Ser- 
es 70 75 80 



20020258 
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PF 53862 DE 



Leu Asp Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu 
85 90 95 



Val Ser Gly Ser Ser Ser Leu Leu His lie Val Val Val Phe Phe Val 
100 105 110 



Leu Glu Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe lie Thr Thr His Asp Ala Met 
115 120 125 



His Gly Thr He Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly 
130 135 140 




Arg Val Cys He Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His 
145 150 155 160 



! g Lys His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp 
165 170 175 



Pro Asp Phe His Arg Gly Asn Pro Gly He Val Pro Trp Phe Ala Ser 
180 185 190 



Phe Met Ser Ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp 
195 200 205 



Trp Thr Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu 
210 215 220 




Val Phe Met Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr 
225 230 235 240 



Phe Gly Thr Tyr Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly 
245 250 255 



Ser Ser Pro Ala Val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala 
260 265 270 



Ser Asp Leu Val Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp 
275 280 285 



Glu His His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys 
290 295 300 



Arg Arg Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala 
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305 310 315 



<210> 26 

<211> 1031 

<212> DNA 

<213> Haematococcus pluvialis 



<220> 

<221> CDS 

<222> (6) (1031) 

<223> 



<400> 26 

gaagc atg cag eta gca gcg aca gta atg ttg gag cag ctt acc gga age 50 
Met Gin Leu Ala Ala Thr Val Met Leu Glu Gin Leu Thr Gly Ser 
15 10 15 




gag gca etc aag gag aag gag aag gag gtt gca ggc age tct gac 
Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp 
20 25 30 



gtg ttg cgt aca tgg gcg acc cag tac teg ctt ccg tea gag gag tea 
Val Leu Arg Thr Trp Ala Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu Ser 
35 40 45 



98 



146 



gac gcg gee cgc ccg gga ctg aag aat gee tac aag cca cca cct tec 194 . 

Asp Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro Ser 
50 55 60 

gac aca aag ggc ate aca atg gcg eta get gtc ate ggc tec tgg get 242 
. Asp Thr Lys Gly lie Thr Met Ala Leu Ala Val lie Gly Ser Trp Ala 
65 70 75 




gca gtg ttc etc cac gee att ttt caa ate aag ctt ccg acc tec ttg 290 
Ala Val Phe Leu His Ala lie Phe Gin lie Lys Leu Pro Thr Ser Leu 
80 85 90 95 

gac cag ctg cac tgg ctg ccc gtg tea gat gee aca get cag ctg gtt 338 
Asp Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu Val 
100 105 110 



age ggc age age age ctg ctg cac ate gtc gta gta ttc ttt gtc ctg 
Ser Gly Ser Ser Ser Leu Leu His He Val Val Val Phe Phe Val Leu 
115 120 125 



386 



gag ttc ctg tac aca ggc ctt ttt ate acc acg cat gat get atg cat 434 
Glu Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Thr His Asp Ala Met His 
130 135 140 



ggc acc ate gee atg aga aac agg cag ctt aat gac ttc ttg ggc aga 482 
Gly Thr He Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg 
145 150 155 

gta tgc ate tec ttg tac gee tgg ttt gat tac aac atg ctg cac cgc 530 
Val Cys He Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His Arg 
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160 165 170 175 

aag cat tgg gag cac cac aac cac act ggc gag gtg ggc aag gac cct 578 
Lys His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp Pro 
180 185 190 

gac ttc cac agg gga aac cct ggc att gtg ccc tgg ttt gcc age' ttc 626 
Asp Phe His Arg Gly Asn Pro Gly lie Val Pro Trp Phe Ala Ser Phe 
195 200 205 

atg tec age tac atg teg atg tgg cag ttt gcg cgc etc gca tgg tgg 674 
Met Ser Ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp Trp 
210 215 220 

acg gtg gtc atg cag ctg ctg ggt gcg cca atg gcg aac ctg ctg gtg 722 
Thr Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu Val 
225 230 235 



# 



tc atg gcg gcc gcg ccc ate ctg tec gcc ttc cgc ttg ttc tac ttt 770 
Met Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr Phe 
245 250 255 




ggc acg tac atg ccc cac .aag cct gag cct ggc gcc gcg tea ggc tct 818 
Gly Thr Tyr Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly Ser 
260 265 270 

tea cca gcc gtc atg aac tgg tgg aag teg cgc act age cag gcg tec 866 
Ser Pro Ala Val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala Ser 
275 280 285 

gac ctg gtc age ttt ctg ace tgc tac cac ttc gac ctg cac tgg gag 914 
Asp Leu Val Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp Glu 
290 295 300 

cac cac cgc tgg ccc ttt gcc ccc tgg tgg gag ctg ccc aac tgc cgc 962 
His His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys Arg 
305 310 ' 315 

,qgc ctg tct ggc cga ggt ctg gtt cct gcc gag caa aaa etc ate tea 1010 
*Arg Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala Glu Gin Lys Leu He Ser 
320 325 330 335 

gaa gag gat ctg aat age tag 1031 
Glu Glu Asp Leu Asn Ser 
340 



<210> 27 

<211> 341 

<212> PRT 

<213> Haematococcus pluvialis 

<400> 27 



Met Gin Leu Ala Ala Thr Val Met Leu Glu Gin Leu Thr Gly Ser Ala 
15 10 15 



20020258 



45 



PF 53862 DE 



Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp Val 
20 25 " 30 



Leu Arg Thr Trp Ala Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu Ser Asp 
35 40 45 



Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro Ser Asp 
50 55 60 



Thr Lys Gly lie Thr Met Ala Leu Ala Val lie Gly Ser Trp Ala Ala 
65 70 75 80 



Val Phe Leu His Ala lie Phe Gin lie Lys Leu Pro Thr Ser Leu Asp 



85 



90 



95 



In Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu Val Ser 
100 105 110 



Gly Ser Ser Ser Leu Leu His lie Val Val Val Phe Phe Val Leu Glu 
115 120 125 




Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe lie Thr Thr His Asp Ala Met His Gly 
130 135 140 



Thr lie Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg Val 
145 150 155 160 



Cys He Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His Arg Lys 
165 170 175 



His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp Pro Asp 
180 185 190 



Phe His Arg Gly 
195 



Pro Gly He Val Pro Trp Phe Ala Ser Phe Met 
200 205 



Ser Ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp Trp Thr 
210 215 220 



Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu Val Phe 
225 230 235 240 
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Met Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr Phe Gly 
245 250 255 

Thr Tyr Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly Ser Ser 
260 265 270 

Pro Ala Val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala Ser Asp 
275 280 285 

Leu Val Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp Glu His 
290 295 300 

His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys Arg Arg 
305 310 315 " 320 



Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala Glu Gin Lys Leu lie Ser Glu 
325 330 335 



Glu Asp Leu Asn Ser 
340 




<210> 


28 


<211> 


777 


<212> 


DNA 


<213> 


Arabidopsis 


<220> 




<221> 


promoter 


<222> 


(1) . . (777) 


<223> 




!<400> 


28 



gagctcactc actgatttcc attgcttgaa aattgatgat gaactaagat caatccatgt 60 

tagtttcaaa acaacagtaa ctgtggccaa cttagttttg aaacaacact aactggtcga 120 

agcaaaaaga aaaaagagtt tcatcatata tctgatttga tggactgttt ggagttagga 180 

ccaaacatta tctacaaaca aagacttttc tcctaacttg tgattccttc ttaaacccta 240 

ggggtaatat tctattttcc aaggatcttt agttaaaggc aaatccggga aattattgta 300 

atcatttggg gaaacatata aaagatttga gttagatgga agtgacgatt aatccaaaca 360 

tatatatctc tttcttctta tttcccaaat taacagacaa aagtagaata ttggctttta 420 

acaccaatat aaaaacttgc ttcacaccta aacacttttg tttactttag ggtaagtgca 480 

aaaagccaac caaatccacc tgcactgatt tgacgtttac aaacgccgtt aagtcgatgt 540 



ccgttgattt aaacagtgtc ttgtaattaa aaaaatcagt ttacataaat ggaaaattta 600 

tcacttagtt ttcatcaact tctgaactta cctttcatgg attaggcaat actttccatt 660 

tttagtaact caagtggacc ctttacttct tcaactccat ctctctcttt ctatttcact 720 

tctttcttct cattatatct cttgtcctct ccaccaaatc tcttcaacaa aaagctt . 777 




<210> 


29 


<211> 


22 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstlich 


<220> 




<221> 


primer_bind 


<222> 


(1) .-(22) 


<223> 





00> 29 

gcaagctcga cagctacaaa cc 22 




<210> 


30 


<211> 


24 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstlich 


<220> 




<221> 


primer_bind 


<222> 


(1) • . (24) 


<223> 




<400> 


30 


gaagcatgca gctagcagcg 


<210> 


31 


<211> 


30 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstlich 



24 



<220> 

<221> primer_bind 

<222> (1) . . (30) 
<223> 



<400> 31 

tgcatgctag aggcactcaa ggagaaggag 30 



<210> 32 
<211> 59 
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48 

<212> DNA 
<213> kuenstlich 

<220> 

<221> primer_bind 

<222> (1) . . (59) 
<223> 



<400> 32 

ctagctattc agatcctctt ctgagatgag tttttgctcg gcaggaacca gacctcggc 



59 



<210> 33 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> kuenstlich 



_<2 2 



^220> 

1 > pr imer_bind 

2> (1)..(28) 
23> 



<400> 33 

gagctcactc actgatttcc attgcttg 



28 




<210> 


34 


<211> 


37 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstlich 


<220> 




<221> 


primerjDind 


<222> 


(1) .. (37) 


<223> 




l<400> 


34 


cgccgttaag tcgatgtccg 


<210> 


35 


<211> 


34 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstlich 



37 



<220> 

<221> primer_bind 

<222> (1)..(34) 
<223> 



<400> 35 

atcaacggac atcgacttaa cggcgtttgt aaac 



34 
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49 
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4 



<210> 


36 


<211> 


25 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstlicli 


<220> 




<221> 


primer_bind 


<222> 


(1) (25) 


<223> 




<400> 


36 


taagcttttt gttgaagaga tttgg 


<210> 


37 


<211> 


212 


^212> 


DNA 


n L3> 


Kuenstliche Sequertz 


^20> 




<221> 


Intron 


<222> 


(1)..(212) 


<223> 




<400> 


37 



25 



gtcgactacg taagtttctg cttctacctt tgatatatat ataataatta tcattaatta 
gtagtaatat aatatttcaa atattttttt caaaataaaa gaatgtagta tatagcaatt 
gcttttctgt agtttataag tgtgtatatt ttaatttata acttttctaa tatatgacca 
aaatttgttg atgtgcaggt atcaccggat cc 



60 
120 
180 
212 




<210> 38 
<211> ' 1830 
<212> DNA 

<213> Tagetes erecta 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



CDS 
(141) 



. (1691) 



<400> 38 

ggcacgaggc aaagcaaagg ttgtttgttg ttgttgttga gagacactcc aatccaaaca 

gatacaaggc gtgactggat atttctctct cgttcctaac aacagcaacg aagaagaaaa 

agaatcatta ctaacaatca atg agt atg aga get gga cac atg acg gca aca 

Met Ser Met Arg Ala Gly His Met Tixr Ala Thr 
15 10 



60 
120 
173 
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atg gcg get ttt aca tgc cct agg ttt atg act age ate aga tac acg 221 
Met Ala Ala Phe Thr Cys Pro Arg Phe Met Thr Ser lie Arg Tyr Thr 
15 20 25 

aag caa att aag tgc aac get get aaa age cag eta gtc gtt aaa caa 269 
Lys Gin He Lys Cys Asn Ala Ala Lys Ser Gin Leu Val Val Lys Gin 
30 35 40 

gag att gag gag gaa gaa gat tat gtg aaa gee ggt gga teg gag ctg 317 
Glu He Glu Glu Glu Glu Asp Tyr Val Lys Ala Gly Gly Ser Glu Leu 
45 50 55 

ctt ttt gtt caa atg caa cag aat aag tec atg gat gca cag tct age 365 
Leu Phe Val Gin Met Gin Gin Asn Lys Ser Met Asp Ala Gin Ser Ser 
60 65 70 75 

eta tec caa aag etc cca agg gta cca ata gga gga gga gga gac agt 413 
Leu Ser Gin Lys Leu Pro Arg Val Pro He Gly Gly Gly Gly Asp Ser 
80 85 90 




tgt ata ctg gat ttg gtt gta att ggt tgt ggt cct get ggc ctt 461 
n Cys lie Leu Asp Leu Val Val He Gly Cys Gly Pro Ala Gly Leu 
95 100 • 105 

get ctt get gga gaa tea gee aag eta ggc ttg aat gtc gca ctt ate 509 
Ala Leu Ala Gly Glu Ser Ala Lys Leu Gly Leu Asn Val Ala Leu He 
110 115 120 

ggc cct gat ctt cct ttt aca aat aac tat ggt gtt tgg gag gat gaa 557 
Gly Pro Asp Leu Pro Phe Thr Asn Asn Tyr Gly Val Trp Glu Asp Glu 
125 130 135 

ttt ata ggt ctt gga ctt gag ggc tgt att gaa cat gtt tgg cga gat 605 
Phe He Gly Leu Gly Leu Glu Gly Cys He Glu His Val Trp Arg Asp 
140 145 150 155 

act gta gta tat ctt gat gac aac gat ccc att etc ata ggt cgt gee 653 
Thr Val Val Tyr Leu Asp Asp Asn Asp Pro He Leu He Gly Arg Ala 
160 165 170 

tat gga cga gtt agt cgt gat tta ctt cac gag gag ttg ttg act agg 701 
Tyr Gly Arg Val Ser Arg Asp Leu Leu His Glu Glu Leu Leu Thr Arg 
175 180 185 

tgc atg gag tea ggc gtt tea tat ctg age tec aaa gtg gaa egg att 749 
Cys Met Glu Ser Gly Val Ser Tyr Leu Ser Ser Lys Val Glu Arg He 
190 195 200 

act gaa get cca aat ggc eta agt etc ata gag tgt gaa ggc aat ate 797 
Hit Glu Ala Pro Asn Gly Leu Ser Leu He Glu Cys Glu Gly Asn He 
205 210 215 

aca att cca tgc agg ctt get act gtc get tct gga gca get tct gga 845 
Thr He Pro Cys Arg Leu Ala Thr Val Ala Ser Gly Ala Ala Ser Gly 
220 225 230 235 



aaa ctt ttg cag tat gaa ctt ggc ggt ccc cgt gtt tgc gtt caa aca 



893 



51 



Lys Leu Leu Gin Tyr Glu Leu Gly Gly Pro Arg Val Cys Val Gin Thr 
240 245 250 





get tat ggt ata gag gtt gag gtt gaa age at a ccc tat gat cca age 941 
Ala Tyr Gly lie Glu Val Glu Val Glu Ser lie Pro Tyr Asp Pro Ser 
255 260 ~ 265 

eta atg gtt ttc atg gat tat aga gac tac acc aaa cat aaa tct caa 989 
Leu Met Val Phe Met Asp Tyr Arg Asp Tyr Thr Lys His Lys Ser Gin 
270 275 280 

tea eta gaa gca caa tat cca aca ttt ttg tat gtc atg cca atg tct 1037 
Ser Leu Glu Ala Gin Tyr Pro Thr Phe Leu Tyr Val Met Pro Met Ser 
285 290 295 

cca act aaa gta ttc ttt gag gaa act tgt ttg get tea aaa gag gee 1085 
Pro Thr Lys Val Phe Phe Glu Glu Thr Cys Leu Ala Ser Lys Glu Ala 
300 305 310 315 

g cct ttt gag tta ttg aag aca aaa etc atg tea aga tta aag act 1133 
t Pro Phe Glu Leu Leu Lys Thr Lys Leu Met Ser Arg Leu Lys Thr 
320 325 330 

atg ggg ate cga ata acc aaa act tat gaa gag gaa tgg tea tat att 1181 
Met Gly He Arg He Thr Lys Thr Tyr Glu Glu Glu Trp Ser Tyr He 
335 340 345 

cca gta ggt gga tec tta cca aat acc gag caa aag aac ctt gca ttt 1229 
Pro Val Gly Gly Ser Leu Pro Asn Thr Glu Gin Lys Asn Leu Ala Phe 
350 355 360 

ggt get get get age atg gtg cat cca gee aca gga tat teg gtt gta 1277 
Gly Ala Ala Ala Ser Met Val His Pro Ala Thr Gly Tyr Ser Val Val 
365 370 . 375 

aga tea ctg tea gaa get cct aat tat gca gca gta att gca aag att 1325 
Arg Ser Leu Ser Glu Ala Pro Asn Tyr Ala Ala Val lie Ala Lys He 
380 385 390 395 

tta ggg aaa gga aat tea aaa cag atg ctt gat cat gga aga tac aca 1373 
Leu Gly Lys Gly Asn Ser Lys Gin Met Leu Asp His Gly Arg Tyr Thr 
400 405 410 

acc aac ate tea aag caa get tgg gaa aca ctt tgg ccc ctt gaa agg 1421 
Thr Asn He Ser Lys Gin Ala Trp Glu Thr Leu Trp Pro Leu Glu Arg 
415 .420 425 

aaa aga cag aga gca ttc ttt etc ttt gga tta gca ctg att gtc cag 1469 
Lys Arg Gin Arg Ala Phe Phe Leu Phe Gly Leu Ala Leu He Val Gin 
430 435 440 

atg gat att gag ggg acc cgc aca ttc ttc egg act ttc ttc cgc ttg 1517 
Met Asp He Glu Gly Thr Arg Thr Phe Phe Arg Thr Phe Phe Arg Leu 
445 450 455 



ccc aca tgg atg tgg tgg ggg ttt ctt gga tct teg tta tea tea act 
Pro Thr Trp Met Trp Trp Gly Phe Leu Gly Ser Ser Leu Ser Ser Thr 



1565 



460 



465 
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475 



gac ttg ata ata ttt gcg ttt tac atg ttt ate ata gca ccg cat age 
Asp Leu lie lie Phe Ala Phe Tyr Met Phe lie lie Ala Pro His Ser 
480 485 490 



1613 



ctg aga atg ggt ctg gtt aga cat ttg ctt tct gac ccg aca gga gga 
Leu Arg Met Gly Leu Val Arg His Leu Leu Ser Asp Pro Thr Gly Gly 
495 500 505 



1661 



aca atg tta aaa gcg tat etc acg ata taa ataactctag tegegatcag 
Thr Met Leu Lys Ala Tyr Leu Thr He 
510 515 



1711 



tttagattat aggcacatct tgcatatata tatgtataaa ccttatgtgt gctgtatcct 1771 
tacatcaaca cagtcattaa ttgtatttct tggggtaatg ctgatgaagt attttctgg 1830 



0> 39 

1> 516 

12> PRT 

<213> Tagetes erecta 



<400> 39 

Met Ser Met Arg Ala Gly His Met Thr Ala Thr Met Ala Ala Phe Thr 
15 10 15 



Cys Pro Arg Phe Met Thr Ser He Arg Tyr Thr Lys Gin He Lys Cys 
20 25 30 



Asn Ala Ala Lys Ser Gin Leu Val Val Lys Gin Glu He Glu Glu Glu 
35 40 45 




Glu Asp Tyr Val Lys Ala Gly Gly Ser Glu Leu Leu Phe Val Gin Met 
50 55 60 



Gin Gin Asn Lys Ser Met Asp Ala Gin Ser Ser Leu Ser Gin Lys Leu 
65 70 75 80 



Pro Arg Val Pro He Gly Gly Gly Gly Asp Ser Asn Cys He Leu Asp 
85 90 95 



Leu Val Val He Gly Cys Gly Pro Ala Gly Leu Ala Leu Ala Gly Glu 
100 105 110 



Ser Ala Lys Leu Gly Leu Asn Val Ala Leu lie Gly Pro Asp Leu Pro 
115 120 125 



53 



Phe Thr Asn Asn Tyr Gly Val Trp Glu Asp Glu Phe He Gly Leu Gly 
130 135 140 



Leu Glu Gly Cys He Glu His Val Trp Arg Asp Thr Val Val Tyr Leu 
145 150 155 160 



Asp Asp Asn Asp Pro He Leu He Gly Arg Ala Tyr Gly Arg Val Ser 
165 170 175 



Arg Asp Leu Leu His Glu Glu Leu Leu Thr Arg Cys Met Glu Ser Gly 
180 185 190 



Val Ser Tyr Leu Ser Ser Lys Val Glu Arg He Thr Glu Ala Pro Asn 



195 



200 



205 



y Leu Ser Leu He Glu Cys Glu Gly Asn He Thr He Pro Cys Arg 
210 215 220 




Leu Ala Thr Val Ala Ser Gly Ala Ala Ser Gly Lys Leu Leu Gin Tyr 
225 230 235 240 



Glu Leu Gly Gly Pro Arg Val Cys Val Gin Thr Ala Tyr Gly He Glu 
245 250 255 



Val Glu Val Glu Ser. He Pro Tyr Asp Pro Ser Leu Met Val Phe Met 
260 265 270 



Asp Tyr Arg Asp Tyr Thr Lys His Lys Ser Gin Ser Leu Glu Ala Gin 
275 280 285 



Tyr Pro Thr Phe Leu Tyr Val Met Pro Met Ser Pro Thr Lys Val Phe 
290 295 300 



Phe Glu Glu Thr Cys Leu Ala Ser Lys Glu Ala Met Pro Phe Glu Leu 
305 310 315 320 



Leu Lys Thr Lys Leu Met Ser Arg Leu Lys Thr Met Gly He Arg He 
325 330 335 



Thr Lys Thr Tyr Glu Glu Glu Trp Ser Tyr He Pro Val Gly Gly Ser 
340 345 350 






SunGene GslDH & Co^ KgaA 20020258 — PF 53862 DE 

54 

Leu Pro Asn Thr Glu Gin Lys Asn Leu Ala Phe Gly Ala Ala Ala Ser 
355 360 365 

Met Val His Pro Ala Thr Gly Tyr Ser Val Val Arg Ser Leu Ser Glu 
370 375 380 

Ala Pro Asn Tyr Ala Ala Val He Ala Lys He Leu Gly Lys Gly Asn 
385 390 395 400 



Ser Lys Gin Met Leu Asp His Gly Arg Tyr Thr Thr Asn He Ser Lys 
405 410 415 



Gin Ala Trp Glu Thr Leu Trp Pro Leu Glu Arg Lys Arg Gin Arg Ala 
420 425 430 



Phe Leu Phe Gly Leu Ala Leu He Val Gin Met Asp He Glu Gly 
435 440 445 



Thr Arg Thr Phe Phe Arg Thr Phe Phe Arg Leu Pro Thr Trp Met Trp 
450 455 460 



Trp Gly Phe Leu Gly Ser Ser Leu Ser Ser Thr Asp Leu He He Phe 
465 470 . 475 480 



Ala Phe Tyr Met Phe He He Ala Pro His Ser Leu Arg Met Gly Leu 
485 490 495 



Val Arg His Leu Leu Ser Asp Pro Thr Gly Gly Thr Met Leu Lys Ala 
500 505 510 



Tyr Leu Thr He 





515 


<210> 


40 


<211> 


445 


<212> 


DNA 


<213> 


Tagetes erecta 


<220> 




<221> 


Sense Fragment 


<222> 


(1) . . (445) 


<223> 





<400> 40 

aagcttgcac gaggcaaagc aaaggttgtt tgttgttgtt gttgagagac actccaatcc 60 



aaacagatac aaggcgtgac tggatatttc tctctcgttc ctaacaacag caacgaagaa 120 

gaaaaagaat cattactaac aatcaatgag tatgagagct ggacacatga cggcaacaat 180 

ggcggctttt acatgcccta ggtttatgac tagcatcaga tacacgaagc aaattaagtg 240 

caacgctgct aaaagccagc tagtcgttaa acaagagatt gaggaggaag aagattatgt 300 

gaaagccggt ggatcggagc tgctttttgt tcaaatgcaa cagaataagt ccatggatgc 360 

acagtctagc ctatcccaaa agctcccaag ggtaccaata ggaggaggag gagacagtaa 420 

ctgtatactg gatttggttg tcgac 445 

<210> 41 

<211> 446 

<212> DNA 

3> Tagetes erecta 



20> 

<221> Antisense Fragment 




<222> (1) . 
<223> 


_ (446) 






<400> 41 
gaattcgcac 


gaggcaaagc 


aaaggttgtt tgttgttgtt gttgagagac actccaatcc 


60 


aaacagatac 


aaggcgtgac 


tggatatttc tctctcgttc ctaacaacag caacgaagaa 


120 


gaaaaagaat 


cattactaac 


aatcaatgag tatgagagct ggacacatga cggcaacaat 


180 


ggcggctttt 


acatgcccta 


ggtttatgac tagcatcaga tacacgaagc aaattaagtg 


240 


caacgctgct 


aaaagccagc 


tagtcgttaa acaagagatt gaggaggaag aagattatgt 


300 


.gaaagccggt 


ggatcggagc 


tgctttttgt tcaaatgcaa cagaataagt ccatggatgc 


360 


acagtctagc 


ctatcccaaa 


agctcccaag ggtaccaata ggaggaggag gagacagtaa 


420 


ctgtatactg 


gatttggttg 


gatcct 


446 



<210> 42 

<211> 393 

<212> DNA 

<213> Tagetes erecta 
<220> 

<221> Sense Fragment 

<222> (1)..(393) 
<223> 



<400> 42 
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aagctttgga ttagcactga ttgtccagat ggatattgag gggacccgca cattcttccg 60 

gactttcttc cgcttgccca catggatgtg gtgggggttt cttggatctt cgttatcatc 120 

aactgacttg ataatatttg cgttttacat gtttatcata gcaccgcata gcctgagaat 180 

gggtctggtt agacatttgc tttctgaccc gacaggagga acaatgttaa aagcgtatct 240 

cacgatataa ataactctag tcgcgatcag tttagattat aggcacatct tgcatatata 300 

tatgtataaa ccttatgtgt gctgtatcct tacatcaaca cagtcattaa ttgtatttct 360 

tggggtaatg ctgatgaagt attttctgtc gac 393 

<210> 43 

•<211> 397 

> DNA 

l> Tagetes erecta 




20> 

'221> Antisense Fragment 
r <222> (1) . • (397) 
<223> 




<400> 43 
gaattctctt 


tggattagca 


ctgattgtcc agatggatat tgaggggacc 


cgcacattct 


60 


tccggacttt 


cttccgcttg 


cccacatgga tgtggtgggg gtttcttgga 


tcttcgttat 


120 


catcaactga cttgataata 


tttgcgtttt acatgtttat catagcaccg 


catagcctga 


180 


gaatgggtct 


ggttagacat 


ttgctttctg acccgacagg aggaacaatg ttaaaagcgt 


240 


atctcacgat 


ataaataact 


ctagtcgcga tcagtttaga ttataggcac 


atcttgcata 


300 


tatatatgta 


taaaccttat 


gtgtgctgta tccttacatc aacacagtca 


ttaattgtat 


360 


fttcttggggt 


aatgctgatg 


aagtattttc tggatcc 




397 



<210> 44 

<211> 1537 

<212> DNA 

<213> - 

<220> 

<221> promoter 

<222> (1)..(1537) 
<223> 



<400> 44 

gagctctaca aattagggtt actttattca ttttcatcca ttctctttat tgttaaattt 



tgtacattta ttcaataata 



ttatatgttt attacaaatt ctcactttct tattcatacc 



60 
120 
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<210> 45 

<211> 734 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 



<220> 

<221> variation 





ouuutsne vaaiun * LO. *s.gaA 20020258 PF 53862 DE 

58 

<222> (1) (734) 
<223> 

<400> 45 

ctaacaatca atgagtagag agctggacac atgacggcaa caatggcggc ttttacatgc 60 

cctaggttta tgactagcat cagatacacg aagcaaatta agtgcaacgc tgctaaaagc 120 

cagctagtcg ttaaacaaga gattgaggag gaagaagatt atgtgaaagc cggtggatcg 180 

gagctgcttt ttgttcaaat gcaacagaat aagtccatgg atgcacagtc tagcctatcc 240 

caaaaggtca ctccagactt aattgcttat aaataaataa atatgttttt taggaataat 300 

gatatttaga tagattagct atcacctgtg ctgtggtgtg cagctcccaa gggtcttacc 360 

gtaaaa tcgttagtta tgattaatac ttgggaggtg ggggattata ggctttgttg 420 

aatgtt gagaaagagg tttgacaaat cggtgtttga atgaggttaa atggagttta 480 

ttaaaataa agagaagaga aagattaaga gggtgatggg gatattaaag acggscaata 540 

tagtgatgcc acgtagaaaa aggtaagtga aaacatacaa cgtggcttta aaagatggct 600 

tggctgctaa tcaactcaac tcaactcata tcctatccat tcaaattcaa ttcaattcta 660 

ttgaatgcaa agcaaagcaa aggttgtttg ttgttgttgt tgagagacac tccaatccaa 720 

acagatacaa ggcg 734 

<210> 46 

<211> 280 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

^221> variation 

222> (1)..(280) 
223> 

<400> 46 

gtcgagtatg gagttcaatt aaaataaaga gaagaraaag attaagaggg tgatggggat 60 

attaaagacg gccaatrtag tgatgccacg taagaaaaag gtaagtgaaa acatacaacg 120 

tggctttaaa agatggcttg gctgctaatc aactcaactc aactcatatc ctatccattc 180 

aaattcaatt caattctatt gaatgcaaag caaagcaaag caaaggttgt ttgttgttgt 240 

tgttgagaga cactcca&tc caaacagata caaggcgtga 280 



<210> 47 
<211> 358 



suneene emoH & c^^KgaA 20020258 PF 53862 DE 

59 

<212> DNA 

<213> Tagetes erecta 
<220> 

<221> Sense Promotor 
<222> (1) . . (358) 
<223> 

<400> 47 

aagcttaccg atagtaaaat cgttagttat gattaatact tgggaggtgg gggattatag 60 

gctttgttgt gagaatgttg agaaagaggt ttgacaaatc ggtgtttgaa tgaggttaaa 120 . 

tggagtttaa ttaaaataaa gagaagagaa agattaagag ggtgatgggg atattaaaga 180 

cggccaatat agtgatgcca cgtagaaaaa ggtaagtgaa aacatacaac gtggctttaa 240 

tggctt ggctgctaat caactcaact caactcatat cctatccatt caaattcaat 300 

caattctat tgaatgcaaa gcaaagcaaa gcaaaggttg tttgttgttg ttgtcgac 358 




<210> 


48 


<211> 


361 


<212> 


DNA 


<213> 


Tagetes erecta 


<220> 




<221> 


Antisense Promotor 


<222> 


(1) . . (361) 


<223> 




<400> 


48 




ctcgagctta 


ccgatagtaa 


aatcgttagt 


tatgattaat acttgggagg 


tgggggatta 


60 


taggctttgt 


tgtgagaatg 


ttgagaaaga 


ggtttgacaa atcggtgttt 


gaatgaggtt 


120 


^aatggagtt 


taattaaaat 


aaagagaaga gaaagattaa gagggtgatg gggatattaa 


180 


agacggccaa 


tatagtgatg 


ccacgtagaa 


aaaggtaagt gaaaacatac 


aacgtggctt 


240 


taaaagatgg 


cttggctgct 


aatcaactca 


actcaactca tatcctatcc 


attcaaattc 


300 


aattcaattc 


tattgaatgc 


aaagcaaagc 


aaagcaaagg ttgtttgttg 


ttgttggatc 


360 


c 










361 



<210> 49 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 



suneene shjdh & Co. KgaA 




20020258 
60 



<222> 
<223> 



(1).. (28) 



<400> 49 

gagctcactc actgatttcc attgcttg 



<210> 


50 


<211> 


37 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche Sequenz 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1)..(37) 


<223> 




» 


50 


Kgccgttaag tcgatgtccg ttgatttaaa 


<210> 


51 


<211> 


34 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche Sequenz 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) (34) 


<223> 





<400> 51 

atcaacggac atcgacttaa cggcgtttgt aaac 




^c210> 


52 


l:211> 


25 


^c212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) (25) 


<223> 





<400> 52 

taagcttttt gttgaagaga tttgg 



<210> 53 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> kuenstliclie Sequenz 



OC WW* xvv^c 



61 



PF 53862 DE 



<220> 

<221> Primer 
<222> (1) . . (23) 
<223> 



<400> 53 

gaaaatactt catcagcatt acc 



23 



<210> 54 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 




Primer 
(1) ..(28) 



400> , 54 
gtcgactacg taagtttctg cttctacc 



28 




<210> 


55 


<211> 


26 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche Sequenz 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) . . (26) 


<223> 




<400> 


55 


^ggatccggtg atacctgcac atcaac 


<210> 


56 


<211> 


28 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche Se<^a&nz 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1)..(28) 


<223> 





26 



<400> 56 

aagcttgcac gaggcaaagc aaaggttg 



28 



<210> 57 



2002025b 



62 



PF 53862 DE 



<211> 29 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1) . . (29) 
<223> 



<400> 57 

gtcgacaacc aaatccagta tacagttac 



29 



<210> 58 

<211> 30 

<212> DNA 

> kuenstliche Sequenz 




Primer 
22> (1) . . (30) 
223> 



<400> 58 

aggatccaac caaatccagt atacagttac 



-30 



<210> 


59 


<211> 


28 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) (28) 


<223> 






400> 59 
gaattcgcac gaggcaaagc aaaggttg 



28 



<210> 


60 


<211> 


25 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1).. (25) 


<223> 





<400> 60 

aagctttgga ttagcactga ttgtc 



25 



20020258 



63 



PF 53862 DE 



<210> 61 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> kuenstliclie Sequenz 



<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(29) 
<223> 



<400> 61 

gtcgacagaa aatacttcat cagcattac 



29 



P> 62 
29 
DMA 

213> kuenstliclie Sequenz 

<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(29) 
<223> 




<400> 62 

ggatccagaa aatacttcat cagcattac 



29 




<210> 


63 


<211> 


27 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche Sequenz 


<220> 




^:221> 


Primer 


|:222> 


(D..(27) 


*:223> 




<400> 


63 


gaattctctt tggattagca ctgattg 


<210> 


64 


<211> 


23 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche Sequenz 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1)..(23) 


<223> 





27 



fisuxuiene eaniMi & c<^^:gaA 20020258 PP 53862 DE 

64 

<400> 64 

cgccttgtat ctgtttggat tgg 23 



<210> 


65 


<211> 


24 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) . . (24) 


<223> 




<400> 


65 




caatca atgagtatga gage '24 



10> 66 
11> 26 
W <2X2> DNA 




<213> 


kuenstliche Sequenz 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) (26) 


<223> 




<400> 


66 


agagcaaggc cagcaggacc acaacc 


<210> 


67 


<211> 


26 


<212> 


DNA 


^213> 


kuenstliche Sequenz 


p220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) . . (26) 


<223> 




<400> 


67 


ccttgggagc ttttgggata ggctag 


<210> 


68 


<211> 


26 


<212> 


DNA 



26 



26 



<213> kuenstliche Sequenz 



<220> 

<221> Primer 



ouuwwuc uuiua «- c^^s.gaa 20020258 PF 53862 DE 

65 

<222> (1)..(26) 
<223> 

<400> 68 

tcacgccttg tatctgtttg gattgg 26 



<210> 


69 


<211> 


15 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(D..(15) 


<223> 




• 


69 


fctcgagtatg gagtt 


<210> 


70 


<211> 


28 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) (28) 


<223> 





15 



<400> 70 

aagcttaccg atagtaaaat cgttagtt 28 




*:210> 


71 


l211> 


31 


*212> 


DNA 


<213> 


kuenstlicke 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) . . (31) 


<223> 





<400> 71 

ctcgagctta ccgatagtaa aatcgttagt t 31 

<210> 72 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 



66 



<400> 72 

gtcgacaaca acaacaaaca acctttgc 



28 



<210> 


73 


<211> 


28 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1)..(28) 


<223> 




<400> 


73 




atccaaca acaacaaaca acctttgc 



28 



r 0> 74 

211> 28 

212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



Primer 
(1) . . (28) 



<400> 74 

gtcgactttt tgttgaagag atttggtg 



28 



<210> 


75 


<211> 


28 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


l220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1).. (28) 


<223> 




<400> 


75 



ctcgagactc actgatttcc attgcttg 



28 



<210> 76 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 



<220> 
<221> 



Primer 



67 



<222> 
<223> 


(1)..<22) 




<400> 76 

gagctctaca aattagggtt ac 


22 


<210> 
<211> 
<212> 
<213> 


77 
23 
DNA 

kuenstliche Sequenz 




<220> 
<221> 
<222> 
<223> 


Primer 
(1) . . (23) 




B> 77 

M^cttatta tttccaaatt ccg 


23 


<210> 
<211> 
<212> 
<213> 


78 
50 
DNA 

kuenstliche Sequenz 




<220> 
<221> 
<222> 
<223> 


Primer 
(D..(50) 




<400> 


78 





aagctttgca attcatacag aagtgagaaa aatgcagcta gcagcgacag 



50 




<210> 
211> 
212> 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



79 

1062 
DNA 



<213> Haematococcus pluvialis 



CDS 
(32) 



. (1021) 



<400> 79 

aagctttgca attcatacag aagtgagaaa a atg cag eta gca gcg aca gta 

Met Gin Leu Ala Ala Thr Val 
1 5 



52 



atg ttg gag cag ctt acc gga age get gag gca etc aag gag aag gag 
Met Leu Glu Gin Leu Thr Gly Ser Ala Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu 
10 15 20 



100 



68 

aag gag gtt gca ggc age tct gac gtg ttg cgt aca tgg gcg acc cag 148 
Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp Val Leu Arg Thr Trp Ala Thr Gin 
25 30 35 

tac teg ctt ccg tea gag gag tea gac gcg gec cgc ccg gga ctg aag 196 
Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu Ser Asp Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys 
40 45 50 55 

aat gee tac aag cca cca cct tec gac aca aag ggc ate aca atg gcg 244 
Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro Ser Asp Thr Lys Gly He Thr Met Ala 
60 65 70 

eta get gtc ate ggc tec tgg gee gca gtg ttc etc cac gee att ttt 292 
Leu Ala Val He Gly Ser Trp Ala Ala Val Phe Leu His Ala He Phe 
75 80 85 

ate aag ctt ccg acc tec ttg gac cag ctg cac tgg ctg ccc gtg 340 
le Lys Leu Pro Thr Ser Leu Asp Gin Leu His Trp Leu Pro Val 
90 95 100 





ca gat gec aca get cag ctg gtt age ggc age age age ctg ctg cac 388 
Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu Val Ser Gly Ser Ser Ser Leu Leu His 
105 110 115 

ate gtc gta gta ttc ttt gtc ctg gag ttc ctg tac aca ggc ctt ttt 436 
He Val Val Val Phe Phe Val Leu Glu Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe 
120 125 130 " 135 

ate acc acg cat gat get atg cat ggc acc ate gec atg aga aac agg 484 
He Thr Thr His Asp Ala Met His Gly Thr He Ala Met Arg Asn Arg 
140 145 150 

cag ctt aat gac ttc ttg ggc aga gta tgc ate tec ttg tac gee tgg 532 
Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg Val Cys He Ser Leu Tyr Ala Trp 
155 160 165 

ttt gat tac aac atg ctg cac cgc aag cat tgg gag cac cac aac cac 580 
'he Asp Tyr Asn Met Leu His Arg Lys His Tip Glu His His Asn His 
170 175 180 

act ggc gag gtg ggc aag gac cct gac ttc cac agg gga aac cct ggc 628 
Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp Pro Asp Phe His Arg Gly Asn Pro Gly 
185 190 195 

att gtg ccc tgg ttt gee age ttc atg tec age tac atg teg atg tgg 676 
He Val Pro Trp Phe Ala Ser Phe Met Ser Ser Tyr Met Ser Met Trp 
200 205 210 215 

cag ttt gcg cgc etc gca tgg tgg acg gtg gtc atg cag ctg ctg ggt 724 
Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp Trp Thr Val Val Met Gin Leu Leu Gly 
220 225 230 

gcg cca atg gcg aac ctg ctg gtg ttc atg gcg gee gcg ccc ate ctg 772 
Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu Val Phe Met Ala Ala Ala Pro He Leu 
235 240 245 



« 2U020258 PF 53862 DE 

69 

tec gec ttc cgc ttg ttc tac ttt ggc acg tac atg ccc cac aag cct 820 
Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Tyr Met Pro His Lys Pro 
250 255 260 

gag cct ggc gec gcg tea ggc tct tea cca gec gtc atg aac tgg tgg 868 
Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly Ser Ser Pro Ala Val Met Asn Trp Trp 
265 270 275 

aag teg cgc act age cag gcg tec gac ctg gtc age ttt ctg ace tgc 916 
Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala Ser Asp Leu Val Ser Phe Leu Thr Cys 
280 285 290 295 

tac cac ttc gac ctg cac tgg gag cac cac cgc tgg ccc ttt gee ccc 964 
Tyr His Phe Asp Leu His Trp Glu His His Arg Trp Pro Phe Ala Pro 
300 305 310 

tgg tgg gag ctg ccc aac tgc cgc cgc ctg tct ggc cga ggt ctg gtt 1012 
Trp Glu Leu Pro Asn Cys Arg Arg Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val 
315 320 325 





ct gee tag ctggacacac tgcagtgggc cctgctgcca gctgggcatg c 1062 
o Ala 



<210> 80 

<211> 329 

<212> PRT 

<213> Haematqcoccus pluvialis 

<400> 80 

Met Gin Leu Ala Ala Thr Val Met Leu Glu Gin Leu Thr Gly Ser Ala 
1 5 .10 15 



Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp Val 
20 25 30 



eu Arg Thr Trp Ala Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu Ser Asp 
35 40 45 



Ala Ala Arg Pro Gly Leu- Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro Ser Asp 
50 55 60 



Thr Lys Gly lie Thr Met Ala Leu Ala Val He Gly Ser Trp Ala Ala 
65 70 75 80 



Val Phe Leu His Ala He Phe Gin He Lys Leu Pro Thr Ser Leu Asp 
85 90 95 



Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu Val Ser 



100 



2UU20258 



70 



PF 53862 DE 



105 



110 



Gly Ser Ser Ser Leu Leu His He Val Val Val Phe Phe Val Leu Glu 
115 120 125 



Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Thr His Asp Ala Met His Gly 
130 135 140 



Thr He Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg Val 
145 150 155 160 



Cys He Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His Arg Lys 
165 170 175 



Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp Pro Asp 
180 185 190 



Phe His Arg Gly Asn Pro Gly He Val Pro Trp Phe Ala Ser Phe Met 
195 200 205 



Ser Ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp Trp Thr 
210 215 220 



Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu Val Phe 
225 230 235 240 




Met Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr Phe Gly 
245 250 255 



Tyr Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly Ser Ser 
260 265 270 



Pro Ala Val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala Ser Asp 
275 280 285 



Leu Val Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp Glu His 
290 295 300 



His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys Arg Arg 
305 310 315 * 320 



Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala 
325 
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Abbildung 1: Biosyntheseschema von Carotinoiden in Tomatenbluten 




Violaxanthin 



sunuene fcanpH & co • KgaA 



* 



20020258 
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Abbildung 2: Biosyntheseschema von Astaxanthin in genetisch 
veraenderten Bluten 



Isoprenoide 



Phytoen 



Lycopin 



c-Cy&ase 
P-Cydase 



Lutein 



^Cyclase 




£r^j\ Ketolase 

0 -Carotin Canthaxanthin 
Zeaxanthin 

Violaxanthin 



Astaxanthin 
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Abbildung 3 : Nukleotidsequenzvergleich 

X8678Zseq ATCEAGCT/CEAGOG^CAGiaAGDCJ^^ jqo 
KETdseq (FACMraa^ 

X86782^eq GraOTOPOGgXiaCT ^ 200 

KETO2.seq eftracAAramn^^ 300 

X86782^cq CAIt^AItrDOCr/OCTCHCAIC^ 300 

KETO2j*q eiOXUiiUlU ramrXa^^ m I lUJaJiU^ GnaJtll^CAm^ 400 

X86782-seq ClCamUllXiTOXMGg^^ 1U I iUiU:iaiCTTtXnUr><>CAOQDC 400 

KETO2.seq mi lATCaa^arflltflltCT^^ 1U lUJLi^ CrArtr AiCiaJI rera OOXTO 500 

X86782j>eq ITTITAICftCCAOGCXrGttOCTEflro ICl lUJLC ^CTAroC AiaUJl IXHX OOCTO 500 

KETOZscq GTTiraraCA^^ 6Q0 

X86782^eq GrTTCATTACAACAJtinXCAOOQQ^ $00 

KCTM^eq uiuj^iuji i itTio^rr^ i luuuuuxiuaraoGitri^^ 700 

X8678Zseq Chuja,iuui nEgXTTIC^UlU^gTyC^^ 700 

KET02^eq TOGOGMan^^ laUTlUilU VCTTOCP^ 800 

X8678Zseq TCgXaAUJiCCiaiiGl IC A^ ^^ 800 

KET02-scq CGCGn^ 900 

C ACTgaG ^OMc^aoacitm^ iujuLa:iifliaxttanmrA^ rosro oaaQ 990 

>782jwq eyCTraa^OCfl^ ICOUUL'IMS 990 



©unpens umoa & uo . ugaA 
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Abbildung 4: Proteinsequenzvergleich 



KET024«o MQLAATVMLEQLTGSAEALKEKEKEVAGS S DVLRT WA TQYSLPSEESDAA 50 

X86782.pn> MQLAATVMLEQLTGSAEALKEKEKEVAGS S DVLRT WA TQYSLPSEESDAA 50 

KETOlpro RPGLKNAYKPPPSDTKGI TMALAVI GSWAAVFLHAI FQI KLPTSLDQLHW 100 

X86782.pro RPGLKNAYKPPPSDTKGI TMALRVI GSWAAVFLHAI FQI KLPTSLDQLHW 100 

KETC2.PIO LPVS DATAQLVSGS SSLLHI VVVFFVLEFLYTGLFI TTHD AMHGT I AMRN 150 

X86782.pro LPVS DATAQLVSGTSSLLDI VVVFFVLEFLYTGLFI TT HDAMHGT I AMRN 150 

KETO24no RQLNDFLGRVCI S LYAWF DYNMLHRKHWEHHNHTGEVGKDP DF HRGNPGI 200 

X86782.pro RQLNDFLGRVCI S LYAWF DYNMLHRKHWEHHNHTGE VGKDP DF HRGNPGI 200 

KETO24>ro VPWFAS F MS SYMS MWQFARLA WWT VVMQL L GAP MANL LVF MAAAP I LSAF 250 

X867824>ro V P WF A S F M S S Y MS MWQ F A R L A WWT V V MQ L L G A P MA N L L V F MA AAPI LSAF 250 

KET02^ro RLFYF GTYMP HKP EPGAAS GS SPAVMN WWK S RTSQAS DLVS F LTCYHFDL 300 

X86782.pro RLF YFGTYMP HKP EPGAAS GS S PAVMN WWK S RTSQAS DLVS F LTCYHFDL 300 

KETOZpro HWEHHRWP FAP WWE LPNCRRLS GRGLVPA 329 

X86782.pro HWEHHRWP FAP WWE LPNCRRLS GRGLVPA 329 



ounvjene umott ft CO. KgaA 20020258 ^^PF 53862 DE 



Abbildung 5A: Konstrukt zur Uberexpression der Ketolase 

(0-C-4-Oxygenase) Proteins aus H. pluvialis mit 
rbcS Transitpeptid aus Erbse unter Kontrolle des 
d35S-Promoters ( Toroatentrans format ionskonstrukt ) 



F 5 3 862 DE 



Abbildung 5B: Konstrukt zur Uberexpression des Ketolase 

(P-C-4-0xygenase) Proteins aus if. pluvialis mit 
rbcS Transitpeptid aus Erbse unter Kontrolle des 
d35S-Promoters (Tagetes trans f ormationskonstrukt) 




■ ~ — «. — — - avv4ViS90 

m * 

Abbildung 6: Konstrukt zur Uber expr e s s i on des N-terminal ver- 
kurzten Ketolase (p-C- 4 -Oxygenase) Proteins aus 
H. pluvialis mit rbcS Transitpeptid aus Erbse unter 
Kontrolle des d35S-Promoters . 



EcoRI.SacI 




Abbildung 7: Konstrukt zur Uberexpression des Ketolase (p-C-4-Oxy- 
genase) Protein aus H. pluvlalis mit rbcS Transit- 
peptid aus Erbse und C-terminalem myc-Tag unter 
Kontrolle des d35S-Promoters . 
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Abbildung 8A: Konstrukt pS3AP3PKET02 zur Uberexpression 

des Ketolase ( p-C-4-0xygenase ) Proteins aus 
H. pluvialis mit rbcS Transitpeptid aus Erbse 
unter Kontrolle des AP3P-Promoters ( Tomat entrails - 
formationskonstrukt) . 
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Abbildung 8B: Konstrukt pS5AP3PKET02 zur tiberexpression 

der Ketolase <p-C-4-0xygenase) Proteins aus 
H. pluvialis mit rbcS Transitpeptide aus Erbse 
unter Kontrolle des AP3P-Promoters ( Tagetes trans - 
f ormationskonstrukt) • 




Abbildung 9: Konstrukt zur Uberexpression des Ketolase (p-C-4-0xy- 
genase) Protein aus H. pluvialis mit rbcS Transit- 
peptid aus Erbse und C-terminalem myc-Tag unter 
Kontrolle des AP3P-Promoters . 
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Abbildung 12: Klonierungskassette zur Herstellung von Inverted- 
Repeat-Expressionskassetten fur die bluten- 
spezifische Expression von Epsilon-Cyclase dsRNAs 
in Tagetes erecta 
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Abbildung 13 : Expressionsvektor zur bltitenspezif ischen 

Produktion von dsRNA-Transkripten enthaltend 
5 % terminale Fragmente der Epsilon-Cyclase cDNA 
(AF251016) unter Kontrolle des AP3P-Promoters 




Abbildung 14: Expressionsvektor zur blutenspezif ischen 

Produktion von dsRNA-Transkripten enthaltend 
5 * terminalen Fragmente der Epsilon-Cyclase cDNA 
(AF251016) unter Kontrolle des CHRC-PRomoters 
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.Abbildung 15: Expressionsvektor zur blutenspezif ischen 

Produktion von dsKNA-Transkripten en thai tend 
3 % terminalen Fragmente der Epsilon-Cyclase cDNA 
(AF251016) unter Kontrolle des AP3P-Promoters 
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Abbildung 16: Inverse PCR-Amplif ikat , das das 312 bp Fragment des 
Epsilon-Cyclase Promoters enthalt 
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Abbildung 17: TAIL PCR-Amplif ikat , das das 199 bp Fragment 
DBS Epsilon-Cyclase Promoters enthalt 
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Abbildung 18: Express ionsvektor zur bltitenspezif ischen Produktion 
von dsRNA-Transkripten enthaltend das 312 bp5 
Promoter fragment der Epsilon-Cyclase unter 
Kontrolle des AP3P- Promoters 
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Abbildung 19: 



Expressionsvektor zur blutenspezif ischen Produktion 
von dsRNA-Transkripten enthaltend das 312 bp 
Promoterfragiuent der Epsilon-Cyclase unter 
Kontrolle des CHRC-Promoters 
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Abbildung 20: Expressionsvektor zur blutenspezif ischen Produktion 
von dsRNA-Transkripten enthaltend das 312 bp5 
Promoterfragment der Epsilon-Cyclase unter 
Kontrolle sowohl des AP3P-Promoters als auch 
des CHRC-Promoters 
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Abbildung 21: Konstrukt zur bluetenspezif ichen Oberexpression 
des Ketolase (p-C-4-0xygenase) Proteins aus 
H. pluvialis ohne heterologes Transitpeptid. 
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138 bp 5 x Nicht-translatierter Sequenz (5*UTR) und 297 bp der dem 
N-Terminus entsprechenden kodierenden Region. 

Fur die Preparation von Total-RNA aus Bltiten von Tagetes wurden 
5 lOOmg der gefrorenen, pulverisierten Bluten in ein ReaktionsgefaS 
iiberfiihrt und in 0.8 ml Trizol-Puf fer (LifeTechnologies) aufge- 
nommen. Die Suspension wurde mit 0.2 ml Chloroform extrahiert. 
Nach 15 minutiger Zentrifugation bei 12000 g wurde der wassrige 
Uberstand abgenommen und in ein neues ReaktionsgefaJS uberfiihrt 
10 und mit einem Volumen Ethanol extrahiert. Die RNA wurde mit einem 
Volumen Isopropanol gefallt, mit 75% Ethanol gewaschen und das 
Pellet in DEPC Wasser (tiber Nacht Inkubation von Wasser mit 
1/1000 Volumen Diethylpyrocarbonat bei Raumtemperatur, anschlie- 
fiend autoklaviert) gelost. Die RNA-Konzentration wurde photome- 
15 trisch bestimmt. Fiir die cDNA-Syn these wurden 2.5 ug Gesamt-RNA 
fur 10 min bei 60°C denaturiert, fur 2 min auf Eis abgekuhlt und 
mittels eines cDNA-Kits (Ready-to-go-you-prime-beads, Pharmacia 
Biotech) nach Herstellerangaben unter Verwendung eines antisense 
spezifischen Primers (PR17 SEQ ID NO: 53) in cDNA umgeschrieben. 
20 

Die Bedingungen der anschlieSenden PCR-Reaktionen war en die fol- 
genden : 

Die PGR zur Amplif ikation des PR42-PR43 DNA-Fragmentes, das die 
25 5 % terminale 435bp Region der Epsilon-Cyclase enthalt, erfolgte in 
einem 50 [il Reaktionsansatz , in dem enthalten war: 



- 1 |il cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0.25 mM dNTPs 

30 - 0.2 |tM PR42 (SEQ ID NO: 56) 
-•0.2 JIM PR43 (SEQ ID NO: 57) 

- 5 |ll 1 OX PCR-Puf fer (TAKARA) 

- 0.25 |il R Taq Polymerase (TAKARA) 
. - 28.8 |il Aq. Dest. 

35 

Die PCR zur Amplif ikation des PR44-PR45 DNA-Fragmentes, das die 
5'terminale 435 bp Region der Epsilon-Cyclase enthalt, erfolgte 
in einem 50 |il Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

40 - 1 |il cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0.25 mM dNTPs 

- 0.2 |XM PR44 (SEQ ID NO: 58) 

- 0.2 MM PR45 (SEQ ID NO: 59) 

- 5 |il 1 OX PCR-Puf fer (TAKARA) 

45 - 0.25 jil R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28.8 Jll Aq. Dest. 
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Die PCR-Reaktionen wurden unter folgenden Zyklusbedingungen 
dur chge f uhr t : 

IX 94°C 2 Minuten 

5 35X 94°C 1 Minute 

58°C 1 Minuten 

72°C 1 Minuten 

IX 72°C 10 Minuten 

10 Die PCR-Amplifikation mit Primer PR42 und PR43 resultierte in 
einem 443 Bp-Fragment, die PCR-Amplifikation mit Primer PR44 und 
PR45 resultierte in einem 444 Bp-Fragment. 

Die beiden Amplifikate, das PR42-PR43 (Hindlll-Sall sense) Frag- 
15 ment und das PR44-PR45 ( EcoRI— BamHI antisense) Fragment, wurden' 
unter Verwendung von Standardmethoden in den PCR-Klonierungsvek- 
tor pCR-Bluntll (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen mit dem 
Primer SP6 bestatigten jeweils eine zur publizierten Seguenz 
AF251016 (SEQ ID NO: 38 ) identische Sequenz abgesehen von den 
20 eingeftihrten Restriktionsstellen. Diese Klone wurde daher fOr die 
Her st el lung eines Inverted-Repeat Konstrukts in dem Klonierungs- 
vektor pJAIl (siehe Beispiel 10) verwendet. 

Per erste Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 444 Bp 
25 PR44-PR45 BamHI-EcoRI Fragmentes aus dem Klonierungsvektor pCR- 
Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit dem BamHI-EcoRI geschnit- 
tenen Vektor pJAIl. Der Klon, der S^terminale Region der Epsilon- 
Cyclase in der antisense Orientierung enthMlt, heisst pJAI2. 
Durch die Ligation entsteht eine transkriptionelle Fusion zwi- 
30 schen dem antisense Fragment der 5 ' terminalen Region der Epsilon- 
Cyclase und dem Polyadenylierungssignal aus CaMV. 

Der zweite Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 

443 Bp PR42-PR43 Hindlll-Sall Fragmentes aus dem Klonierungsvek- 

35 tor pCR-Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit dem Hindlll-Sall 
geschnittenen Vektor pJAI2. Der Klon, der 435 bp 5'terminale Re- 
. gion der Epsilon-Cyclase cDNA in der sense Orientierung enthait, 
heisst pJAl3. Durch die Ligation entsteht eine transkriptionelle 
Fusion zwischen dem AP3P und dem sense Fragment der 5 % terminalen 

40 Region der Epsilon-Cyclase. 

Fttr die Herstellung einer Inverted-Repeat Expressionskassette 
unter Kontrolle des CHRC-Promoters wurde ein CHRC-Promoterfrag- 
ment unter Verwendung genomischer DNA aus Petunie (nach Standard- 
45 methoden hergestellt) sowie der Primer PRCHRC5 (SEQ ID NO: 76) 

und PRCHRC3 (SEQ ID NO: 77) amplif iziert . Das Amplifikat wurde in 
den Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzierun- 
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gen des result! er enden Klons pCR2 . 1-CHRC mit den Primern M13 und 
T7 bestatigten eine zur Sequenz AF099501 identische Sequenz. Die- 
ser Klon wurde daher fur die Klonierung in den Expressionsvektor 
PJAI3 verwendet . 

5 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 1537 bp Sacl-Hindlll 
Fragments aus pCR2 . 1-CHRC und Ligierung in den Sacl-Hindlll ge- 
schnittenen Vektor pJAI3 . Der Klon, der den Promoter CHRC an- 
s telle des ursprOnglichen Promoters AP3P enthalt heisst pJCI3 

10 

Die Herstellung der Expressionsvektoren fttr die Agrobacterium- 
vermittelte Transformation der AP3P- bzw. CHRC-kontrollierten In- 
verted-Repeat Transkripts in Tagetes erecta erfolgte unter der 
Verwendung des binaren Vektors pSUN5 (WO02/00900) . 

15 

Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5AI3 wurde das 2622 bp 
Sacl-Xhol Fragment aus pJAl3 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vek- 
tor pSUNS ligiert (Abbildung 13, Konstruktkarte) . 

20 In der Abbildung 13 beinhaltet Fragment AP3P den modif izierten 
AP3P Promoter (771 bp), Fragment Ssense die 5 % Region der Epsilon- 
Cyclase aus Tagetes erecta (435 bp) in Sense-Orient ierung, Frag- 
ment intron das Intron PIV2 des Kartoff el-Gens ST-LS1, Fragment 
5anti die 5* Region der Epsilon- cyclase , aus Tagetes erecta 

25 (435 bp) in antisense Orientierung, und Fragment term (761 Bp) 
das Polyadenylierungssignal von CaMV. 

Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5CI3 wurde das 3394 bp 
Sacl-Xhol Fragment aus pJCI3 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vek- 
30 tor pSUNS ligiert (Abbildung 14, Konstruktkarte) . 

In der Abbildung 14 beinhaltet Fragment CHRC den Promoter (1537 
bp), Fragment Ssense die 5'Region der Epsilon-Cyclase aus Tagetes 
erecta (435 bp) in Sense-Orient ierung, Fragment intron das Intron 
35 PIV2 des Kartoff el-Gens ST-LS1, Fragment Santi die 5 1 Region der 
Epsilon-Cyclase aus Tagetes erecta (435 bp) in Antisense-Orien- 
tierung, und Fragment term (761 Bp) das Polyadenylierungssignal 
von CaMV. 

40 Beispiel 12 

Herstellung einer Inverted-Repeat -Expressionskassette for die 
briitenspezifische Expression von Epsilon-cyclase dsRNAs in Tage- 
tes erecta (gerichtet gegen die 3 % Region der Epsilon-Cyclase 
cDNA) 



10 
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Die Nukleinsaure, die die 3*terminale Region (384 bp) der 
Epsilon-Cyclase cDNA (Genbank accession NO: AF251016) enthalt 
wurde mittels polymerase chain reaction (PCR) aus Tagretes erecta 
cDNA unter Verwendung eines sense spezifischen Primers (PR46 
SEQ ID NO: 60) und eines antisense spezifischen Primers (PR47 
SEQ ID NO: 61) amplif iziert . Die 3 * terminal e Region (384 bp) der 
Epsilon-Cyclase cDNA aus Tagetes erecta setzt sich zusammen aus 
140 bp 3 *-Nicht-translatierter Sequenz (3*UTR) und 244 bp der dem 
C-Terminus entsprechenden kodierenden Region. 

Die Preparation von Total -RNA aus Bluten von Tagetes erfolgte wie 
unter Beispiel 11 beschrieben. 



Die cDNA Synthese erfolgte wie unter Beispiel 11 unter Verwendung 
des antisense spezifischen Primers PR17 (SEQ ID NO: 53) beschrie- 
ben . 

Die Bedingungen der anschliefienden PCR-Reaktionen war en die 
f olgenden: 

Die PCR zur Amplif ikation des PR46-PR457 DNA-Fragmentes, das die 
3 x terminale 384 bp Region der Epsilon-Cyclase enthalt, erfolgte 
in einem 50 |il Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 



25 - 1 (ill cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0.25 mM dNTPs 

- 0.2 fiM PR46 (SEQ ID NO: 60) 

- 0.2 HM PR47 (SEQ ID NO: 61) 

- 5 |il 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

30 - 0.25 ill R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28.8 |il Aq. Dest. 

wJw Die PCR zur Amplif ikation des PR48-PR49 DNA-Fragmentes , das die 
5'terminale 384 bp Region der Epsilon-Cyclase enth&lt,' erfolgte 
35 in einem 50 |il Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 |il cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0.25 mM dNTPs 

- 0.2 |IM PR48 (SEQ ID NO: 62) 
40 - 0.2 |IM PR49 (SEQ ID NO: 63) 

- 5 |ll 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0.25 |il R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28.8 |il Aq. Dest. 




45 
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Die PCR-Reaktionen wurden unter f olgenden Zyklusbedingungen 
durchgef uhrt : 



IX 94°C 2 Minuten 

5 35X 94°C 1 Minute 

58°C 1 Minuten 

72 °C 1 Minuten 

IX 72 °C 10 Minuten 



10 Die PCR-Amplifikation mit SEQ ID NO: 60 und SEQ ID NO: 61 
resultierte in einem 392 Bp-Fragment, die PCR-Amplifikation 
mit SEQ ID NO: 62 und SEQ ID NO: 63 resultierte in einem 396 Bp- 
Fragment . 

15 Die beiden Amplifikate, das PR46-PR47 Fragment und das PR48-PR49 
Fragment, wurden unter Verwendung von Standardmethoden in den 
PCR-Klonierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) kloniert. Sequen- 
zierungen mit dem Primer SP6 bestatigten jeweils eine zur publi- 
zierten Sequenz AF251016 (SEQ ID NO: 38) identische Sequenz abge- 

20 sehen von den eingefiihrten Restriktionsstellen. Diese Klone wurde 
daher fur die Herstellung eines Inverted-Repeat Konstrukts in dem 
Klonierungsvektor pJAIl (siehe Beispiel 10) verwendet. 

Der erste Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 396 Bp 
25 PR48-PR49 BamHI-EcoRI Fragmentes aus dem Klonierungsvektor pCR- 
Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit dem BamHI-EcoRI geschnit- 
tenen Vektor pJAIl. Der Klon, der S'terminale Region der Epsilon- 
Cyclase in der antisense Orientierung enthait, heisst pJAI4. 
Durch die Ligation entsteht eine transkriptionelle Fusion zwi- 
30 schen dem Antisense-Fragment der 3*terminale Region der Epsilon- 
Cyclase und dem Polyadenylierungssignal aus CaMV. 

Der zweite Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 392 
Bp PR46-PR47 Hindlll-Sall Fragmentes aus dem Klonierungsvektor 

35 pCR-Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit dem Hindlll-Sall ge- 
schnittenen Vektor pJAl4. Der Klon, der 392 bp 3 % terminale Region 
der Epsilon-Cyclase cDNA in der sense Orientierung enth&lt, 
heisst pJAI5. Durch die Ligation entsteht eine transkriptionelle 
Fusion zwi schen dem AP3P und dem Sense-Fragment 3 ' terminale Re- 

40 gion der Epsilon-Cyclase. 

Die Herstellung eines Expires sionsvekt or s ftir die Agrobacterium- 
vermittelte Transformation des AP3P-kontrollierten Inverted-Re- 
peat Transkripts in Tagetes erecta erfolgte -unter der Verwendung 
45 des binaren Vektors pSUN5 (WO02/00900) . Zur Herstellung des Ex- 
pressionsvektors pS5AI5 wurde das 2523 bp Sacl-Xhol Fragment aus 
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pJAI5 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert (Ab- 
bildung 15, Konstruktkarte) . 

In der Abbildung 15 beinbaltet Fragment AP3P den modif izierten 
5 AP3P Promoter (771 bp), Fragment 3sense die 3 % region der Epsilon 
cyclase aus Tagetes erecta (435 bp) in sense Orientierung, Frag- 
ment intron das Intron IV2 des Kartoff el-Gens ST-LS1, Fragment 
3anti die 3 'region der Epsilon cyclase aus Tagetes erecta (435 
bp) in antisense Orientierung, und Fragment term (761 Bp) das Po- 
10 lyadenylierungssignal von CaMV. 

Beispiel 13 

Klonierung des Epsilon-Cyclase Promoters 

15 Ein 199 bp Fragment bzw. das 312 bp Fragment des Epsilon-Cyclase 
Promoters wurde durch zwei unabhangige Klonierungsstrategien, In- 
verse PGR (adaptiert Long et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 90: 
10370) und TAIL-PCR (Liu Y-G. et al. (1995) Plant J. 8: 457-463) 
unter Verwendung genomischer DNA (nach Standardmethode aus Tage- 

20 tes erecta, Linie Orangenprinz , isoliert) isoliert. 

Ftir den Inverse PCR-Ansatz wurden 2 ug genomische DNA in einem 
25 ul Reaktionsansatz mit EcoRV und Rsal verdaut, anschlie&end 
auf 300 ul verdiinnt und ttber Nacht bei 16°C mit 3U Ligase reli- 

25 giert. Unter Verwendung der Primer PR50 (SEQ ID NO: 64) und PR51 
(SEQ ID NO: 65) wurde durch PCR Amplif ikation ein Fragment herge- 
stellt, das, jeweils in Sense-Orientierung, 354 bp der Epsilon- 
Cyclase cDNA (Genbank Accession AF251016), ligiert an 300 bp des 
Epsilon-Cyclase Promoters sowie 70 bp des 5 * terminalen Bereichs 

30 der cDNA Epsilon-Cyclase enthalt (siehe Abbildung 16). 

Die Bedingungen der PCR-Reaktionen war en die folgenden: 

Die PCR zur Amplif ikation des PR50-PR51 DNA-Fragmentes , das unter 
35 anderem das 312 bp Promoter fragment der Epsilon-Cyclase enthalt, 
erfolgte in einem 50 jxl Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 |xl Ligationsansatz (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0.25 mM dNTPs 

40 - 0.2 fJM PR50 (SEQ ID NO: 64) 

- 0.2 |iK PR51 (SEQ ID NO: 65) 

- 5 |il 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0.25 (il R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28.8 |Xl Aq. Dest. 
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Die PCR-Re akt i onen wurden unter folgenden Zyklusbedingungen 
durchgef uhrt : 



IX 94°C 2 Minuten 

5 35X 94°C 1 Minute 

53°C 1 Minute 

72 °C 1 Minute 

IX 72°C 10 Minuten 

10 Die PCR-Amplifikation mit Primer PR50 und PR51 resultierte in 
einem 734 Bp-Fragment , das unter anderem das 312 bp Promoter- 
fragment der Epsilon-Cyclase enthalt (Abbildung 16) . 

Das Amplifikat, wurde unter Verwendung von Standardmethoden 
15 in den PCR-Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. 

Sequenz ierungen mit den Primern M13 und T7 ergaben die Sequenz 
SEQ ID NO: 45. Diese Sequenz wurde in einem unabhangigen Ampli- 
fikationsexperiment reproduziert und reprSsentiert somit die 
Nukleotidsequenz in der verwendeten Tagretes ejrecta Linie Orangen- 
20 prinz. 

Fur den TAIL-PCR Ansatz wurden drei sukzessive PCR-Reaktionen 
mit jeweils unterschiedlichen gen-spezif ischen Primern (nested 
primers) durchgef tihrt . . . 



25 



Die TAIL1-PCR erfolgte in einem 20 fil Reaktionsansatz, in dem 
enthalten war: 



- 1 ng genomische DNA (hergestellt wie oben beschrieben) 
30 - 0.2 mM jedes dNTPs 

- 0.2 pM PR60 (SEQ ID NO: 66) 

- 0.2 |iM ADl (SEQ ID NO: 69) 

- 2 [ll 10X PCR- Puffer (TAKARA) 

- 0.5 U R Taq Polymerase (TAKARA) 

35 - mit Aq. Dest. auf 20 (ll aufgeftillt 

- AD1 stellte dabei zunSchst eine Mischung aus Primern der 
Sequenzen (a/c/g/t)tcga(g/c) t (a/t) t (g/c)g(a/t)gtt dar. 

40 Die PCR-Reaktion TAIL1 wurden unter folgenden Zyklusbedingungen 
durchgef tihrt : 



IX 93°C: 1 Minute, 95°C: 1 Minute 

5X 94°C: 30 Sekunden, 62°C: 1 Minute, 72°C: 2.5 Minuten 

45 IX 94°C: 30 Sekunden, 25°C: 3 Minuten, ramp to 72°C in 3 Minuten, 

72°C: 2.5 Minuten 

15X 94°C: 10 Sekunden, 68°C: 1 Minute, 72°C: 2.5 Minuten; 



IX 



94°C: 
94°C: 
72°C: 



10 Sekunden, 68°C: 
10 Sekunden, 29°C: 
5 Minuten 
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1 Minute, 72°C: 2.5 Minuten; 
1 Minute, 72°C: 2.5 Minuten 



5 Die TAIL2-PCR erfolgte in einem 21 |il Reaktionsansatz , in dem 
enthalten war: 




• - 1 fil einer 1:50 Verdunnung des TAILl-Reaktionsansatzes (herges- 
tellt wie oben beschrieben) 
10 - 0.8 mM dNTP 

- 0.2 (XM PR61 (SEQ ID NO: 67) 

- 0.2 fiM AD1 (SEQ ID NO: 69) 

- 2 \lL 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0.5 U R Taq Polymerase (TAKARA) 

15 - mit Aq. Dest. auf 21 \il aufgefullt 

. Die PCR-Reaktion TAIL2 wurde unter f olgenden Zyklusbedingungen 
durchgef xihrt : 

20 12X 94°C: 10 Sekunden, 64°C: 1 Minute, 72°C: 2.5 Minuten; 

94°C: 10 Sekunden, 64°C: 1 Minute, 72°C: 2.5 Minuten; 
94°C: 10 Sekunden, 29°C: 1 Minute, 72°C: 2.5 Minuten 
IX 72°C: 5 Minuten 



25 Die TAIL3-PCR erfolgte in einem 100 (il Reaktionsansatz, in dem en- 
thalten war: 

1 (il einer 1:10 Verdiinnung des TAIL2-Reaktionsansatzes (her- 
gestellt wie oben beschrieben) 



30 




35 - 



0.8 mM dNTP 

0.2 |IM PR63 (SEQ ID NO: 68) 
0.2 (IM AD1 (SEQ ID NO: 69) 
10 |il 10X PCR-Puffer (TAKARA) 
0.5 U R Taq Polymerase (TAKARA) 

mit Aq. Dest. auf 100 |il aufgefilllt 



Die PCR-Reaktion TAIL3 wurde unter f olgenden Zyklusbedingungen 
durchgef tihrt : 



40 



45 
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20X 94°C: 15 Sekunden, 29°C: 30 Sekunden, 72°C: 2 Minuten 
IX 72°C: 5 Minuten 

Die PCR-Amplif ikation mit Primer PR63 und AD1 resultierte in 
5 einem 280 Bp-Fragment, das unter anderem das 199 bp Promoter- 
fragment der Epsilon-Cyclase enthalt (Abbildung 17). 

Das Amplifikat, wurde unter Verwendung von Standardmethoden 
in den PCR-Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. 
10 Sequenzierungen mit den Primern M13 und T7 ergaben die Sequenz 
SEQ ID NO: 46. Diese Sequenz ist identisch mit der Sequenz 
SEQ ID NO: 45, die mit der IPCR Strategie isoliert wurde und 
reprSsentiert somit die Nukleotidsequenz in der verwendeten 
Tagrefces erecta Linie Orangenprinz . 

15 

Der pCR2.1-Klon, der das 312 bp Fragment (SEQ ID NO: 45) des 
Epsilon-Cyclase Promoters, das durch die IPCR-Strategie isoliert 
wurde, enthalt, heisst pTA-ecycP und wurde fiir die Herstellung 
der IR Konstrukte verwendet. 

20 

Beispiel 14 

Herstellung einer Inverted-Repeat-Expressionskassette ftir die 
bltitenspezif ische Expression von Epsilon-cyclase dsRNAs in Tag-e- 
tes erecta (gerichtet gegen die Promoterregion der Epsilon-Cy- 
25 clase cDNA) . 

Die Egression von Inverted-Repeat Transkripten bestehend aus 
Promoterfragmenten der Epsilon-cyclase in Tagretes erecta erfolgte 
unter Kontrolle einer modif izierten Version AP3P des bltitenspezi- 

30 fischen Promoters AP3 aus Arabidopsis (siehe Beispiel 10) oder 
des bltitenspezif ischen Promoters CHRC (Genbank accession NO: 
AF099501) . Das Inverted-Repeat Transkript enthalt jeweils ein - 
Epsilon-Cyclase-Promoterfragment in korrekter Orientierung 
(Sense-Fragment) und ein sequenzidentisches Epsilon-Cyclase- 

35 Promoterfragment in entgegengesetzter Orientierung (Antisense- 
Fragment), die durch ein funktionelles Intron (siehe Beispiel 10) 
mit einander verbunden sind. 

Die Promoterfragmente wurde mittels PCR unter Verwendung von 
40 Plasmid-DNA (Klon pTA-ecycP, siehe Beispiel 13 ) und der Primer 
PR124 (SEQ ID NO: 70) und PR126 (SEQ ID NO: 72) bzw. der Primer 
PR125 (SEQ ID NO: 71) und PR127 (SEQ ID NO: 73) hergestellt. 



45 




• 
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Die Bedingungen der PCR-Reaktionen war en die folgenden: 

Die PCR zur Amplif ikation des PR124-PR126 DNA-Fragmentes, das das 
Promoterfragment der Epsilon-Cyclase enthalt, erfolgte in einem 
5 50 {xl Reaktionsansatz , in dem enthalten war: 

- 1 fil cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0.25 mM dNTPs 

- 0.2 |IM PR124 (SEQ ID NO: 70) 
10 - 0.2 (XM PR126 (SEQ ID NO: 72) 

- 5 (il 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0.25 \Ll R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28.8 u|xl Aq. Dest. 

15 Die PCR zur Amplif ikation des PR125-PR127 DNA-Fragmentes , das das 
312bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase enthalt, erfolgte in 
einem 50 \il Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 [il cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 
20 - 0.25 mM dNTPs 

- 0.2 |1M PR125 (SEQ ID NO: 71) 

- 0.2 flM PR127 (SEQ ID NO: 73) 

- 5 Hi 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0.25 [il R Taq Polymerase (TAKARA) 
25 - 28.8 ill Aq. Dest. 

Die PCR-Reaktionen wurden unter folgenden Zyklusbedingungen 
dur chge ftihrt : 

30 IX 94°C 2 Minuten 

35X 94°C 1 Minute 



35 

Die PCR-Amplif ikation mit Primer PR124 und PR126 resultierte in 
einem 358 Bp-Fragment, die PCR-Amplif ikation mit Primer PR125 
und PR127 resultierte in einem 361 Bp-Fragment. 

40 Die beiden Amplifikate, das PR124-PR126 (Hindlll-Sall sense) 
Fragment und das PR125-PR127 ( EcoRI— BamHI antisense) Fragment, 
wurden unter Verwendung von Standardmethoden in den PCR-Klonie- 
rungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen 
mit dem Primer SP6 bestatigten jeweils eine Sequenz, die abge- 

45 sehen von den eingeftihrten Restriktionsstellen identisch ist zu 
SEQ ID NO: 45. Diese Klone wurden daher ftir die Herstellung eines 



IX 



53°C 
72°C 
72°C 



1 Minuten 
1 Minuten 
10 Minuten 
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Inverted-Repeat Konstrukts in dem Klonierungsvektor pJAIl (siehe 
Beispiel 10) verwendet. 

Der erste Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 358 Bp 
5 PR124-PR126 Hindlll-Sall Fragmentes aus dem Klonierungsvektor 
pCR-Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit dem BamHI-EcoRI ge- 
schnittenen Vektor pJAIl. Der Klon, das Epsilon-Cyclase Promoter- 
fragment in der sense Orientierung enthalt, heisst cs43 . Durch 
die Ligation wird das Sense-Fragment des Epsilon-Cyclase Promo- 
10 ters zwischen den AP3P Promoter und das Intron eingefugt. 

Der zweite Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 36lBp 
PR125-PR127 BamHI-EcoRI Fragmentes aus dem Klonierungsvektor pCR- 
Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit BamHI-EcoRI geschnittenen 
15 Vektor cs43 . Der Klon / der das Epsilon-Cyclase Promoterfragment 
in der antisense Orientierung enthalt, heisst cs44. Durch die Li- 
gation entsteht eine transkriptionelle Fusion zwischen dem Intron 
und dem Antisense-Fragment des Epsilon-Cyclase Promoters. 

20 FOr die Herstellung einer Inverted-Repeat Expressionskassette 
unter Kontrolle des CHRC-Promoters wurde ein CHRC-Promoterfrag- 
ment unter Verwendung genomischer DNA aus Petunie (nach Standard- 
methoden hergestellt) sowie der Primer PRCHRC3 % (SEQ ID NO: 77) 
und PRCHRC5* (SEQ ID NO: 76) amplif iziert . Das Amplif ikat wurde 

25 in den Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzie- 
rungen des result ierenden Klons pCR2 . 1-CHRC mit den Primern M13 
land T7 bestatigten eine zur Sequenz AF099501 identische Sequenz . 
Dieser Klon wurde daher fur die Klonierung in den Expressionsvek- 
tor cs44 verwendet. 



30 



Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 1537 bp Sacl-Hindlll 
Fragments aus pCR2 . 1-CHRC und Ligierung in den Sacl-Hindlll ge- 
schnittenen Vektor cs44. Der Klon, der den Promoter CHRC arts telle 
des ursprtinglichen Promoters AP3P enth&lt heisst cs45. 

35 

FOr die Herstellung einer Inverted-Repeat Expressionskassette 
unter Kontrolle zweier Promotoren, des CHRC-Promoter und des 
AP3P-Promoters, wurde der AP3P-Promoter in antisense Orientierung 
an den 3 x Terminus des Epsilon-Cyclase antisense Fragmentes in 

40 cs45 kloniert. Das AP3P-Promoter fragments aus pJAIl wurde unter 
Verwendung der Primer PR128 und PR129 amplif iziert . Das Amplif i- 
kat wurde in den Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. 
Die Sequenzierung mit den Primern M13 und T7 bestatigten eine zur 
Sequenz SEQ ID NO: 28 (AL132971) identische Sequenz. Dieser Klon 

45 pCR2 . 1-AP3PSX wurde ftir Herstellung einer Inverted-Repeat Expres- 
sionskassette unter Kontrolle zweier Promotoren verwendet. 
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Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 771 bp Sall-Xhol 
Fragments aus pCR2 . 1-AP3PSX und Ligierung in den Xhol geschnitte- 
nen Vektor cs45- Der Klon, der 3*seitig des Inverted Repeats, den 
Promoter AP3P in antisense Orientierung enthalt heisst cs46. 

5 

Die Herstellung der Expressionsvektoren fur die Agrobacterium- 
vermittelte Transformation des AP3P-kontrollierten Inverted-Re- 
peat Transkripts in Tagetes erecta erfolgte unter der Verwendung 
des binaren Vektors pSUN5 (WO02/00900) . 

10 

Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5AI7 wurde das 1685bp 
Sacl-Xhol Fragment aus cs44 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vek- 
tor pSUN5 ligiert (Abbildung 18, Konstruktkarte) . In der Abbildung 
18 beiiihaltet Fragment AP3P den modif izierten AP3P Promoter (771 

15 bp), Fragment P-sense das 312 bp Promoter fragment der Epsilon-Cy- 
clase in sense Orientierung, Fragment intron das Intron IV2 des 
Kartoff el-Gens ST-LS1) , und Fragment P-anti das 312 bp Promoter- 

' fragment der Epsilon- Cyclase in antisense Orientierung. 

20 Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5CI7 wurde da's 2445bp 
Sacl-Xhol Fragment aus cs45 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vek- 
tor pSUN5 ligiert (Abbildung 19, Konstruktkarte). 

In der Abbildung 19 beiiihaltet Fragment CHRC den CHRC-Promoter 
25 (1537 bp) , Fragment P-sense das 312 bp Promoterfragment der 

Epsilon-Cyclase in sense Orientierung, Fragment Intron das Intron 
IV2 des Kartof fel-Gens ST-LS1) , und Fragment P-anti das 312 bp 
Promoterfragment der Epsilon- Cyclase in antisense Orientierung. 

30 Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5CAI7 wurde das 3219bp 
Sacl-Xhol Fragment aus cs46 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vek- 
tor pSUN5 ligiert (Abbildung 20, Konstruktkarte) 

In der Abbildung 20 beinhaltet Fragment CHRC den CHRC-Promoter 
35 (1537 bp), Fragment P-sense das 312 bp Promoterfragment der 

Epsilon-Cyclase in sense Orient ierung. Fragment intron das Intron 
IV2 des Kartof fel-Gens ST-LSl) , Fragment P-anti das 312 bp Promo- 
terfragment der Epsilon-Cyclase in antisense Orientierung und das 
Fragment AP3P das 771 bp AP3P-Promoter fragment in antisense Ori- 
40 entierung. 

Beispiel 15 

Herstellung transgener Tagetes Fflanzen mit reduzierter 8-Cyclase- 
Aktivitat 
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Tagetessamen werden sterilisiert und auf Keimungsmedium (MS- 
Medium; Murashige and Skoog, Physiol. Plant. 15(1962), 473-497) 
pH 5,8, 2 % Saccharose) aufgelegt. Die Keimung erfolgt in e inem 
Temperatur/Licht/Zeitintervall von 18 bis 28°C / 20 bis 200 jiE / 
5 3 bis 16 Wochen, bevorzugt jedoch bei 21°C, 20 bis 70 jiE, fur 
4 bis 8 Wochen. 

Alle Blatter der sich bis dahin entwickelten in vitro Pflanzen 
werden geerntet und quer zur Mittelrippe geschnitten. Die dadurch 
10 entstehenden Blattexplantate mit einer Grofie von 10 bis 60 mm 2 
werden im Verlaufe der Preparation in fliissigem MS-Medium bei 
Raumtemperatur fur maximal 2 h aufbewahrt. 

Der Agrobakterium tumefaciens Stamm EHA105 wurde mit dem Binar- 
15 plasmid pS5AI3 trans formiert. Die Anzucht des trans formiert en A. 
tumefaciens Stammes EHA105 erfolgte fiber Nacht unter folgenden 
Bedingungen: Eine Einzelkolonie wurde in YEB (0,1 % Hefeextrakt, 
0,5 % Rindfleischextrakt, 0,5 % Pepton, 0,5 % Saccharose, 0,5 % 
Magnesiumsulfat x 7 H 2 0) mit 25 mg/1 Kanamycin angeimpft und bei 
20 28°C fiir 16 bis 20 h angezogen. AnschlieSend wurde die Bakterien- 
suspension durch Zentrifugation bei 6000 g fUr 10 min geerntet 
Und derart in fliissigem MS Medium resuspendiert, das eine OD 60 o 
von ca. 0,1 bis 0,8 entstand. Diese Suspension wurde fiir die Co- 
Kultivierung mit dem Blattmaterial verwendet. 

25 

Unmittelbar vor der Co-Kultivierung wird das MS-Medium, in dem 
die Blatter aufbewahrt worden sind, durch die Bakteriensuspension 
ersetzt. Die Inkubation der Biattchen in der Agrobakteriensuspen- 
sion erfolgte fiir 30 min unter leichtem Schtitteln bei Raumtempe- 

30 ratur. AnschlieSend werden die infizierten Explantate auf ein mit 
Agar (z.B. 0,8 % Plant Agar (Duchefa, NL) verfestigtes MS-Medium 
mit Wachstumsregulatoren, wie beispielsweise 3 mg/1 Benzylamino- 
purin (BAP) sowie 1 mg/1 Indolylessigsaure (IAA) aufgelegt. Die 
Orientierung der Blatter auf dem Medium ist bedeutungslos. Die 

35 Kultivierung der Explantate findet fiir 1 bis 8 Tage, bevorzugt 
aber fiir 6 Tage statt, dabei kdnnen folgende Bedingungen angewen- 
det werden: Lichtintensitat : 30 bis 80 (iMol/m 2 x sec, Tempera tur : 
22 bis 24°C, hell/dunkel Wechsel von 16/8 Stunden. AnschlieSend 
werden die co-kultivierten Explantate auf frisches MS-Medium, 

40 bevorzugt mit den gleichen Wachstumsregulatoren iibertragen, wobei 
dieses zweite Medium zusatzlich ein Antibiotikum zur Unterdriik- 
Icung des Bakterienwachs turns enthSlt. Timentin in einer Konzen- 
tration von 200 bis 500 mg/1 ist fiir diesen Zweck sehr geeignet. 
Als zweite selektive Komponente wird eine fiir die Selektion des 

45 Transformationserfolges eingesetzt. Phosphinothricin in einer 
'Konzentration von 1 bis 5 mg/1 selektiert sehr effizient, aber 



86 

auch andere selektive Komponenten gemafi des zu verwendenden 
Verf ahrens sind denkbar . 

Nach jeweils ein bis drei Wochen erfolgt der Transfer der 
5 Explantate auf frisches Medium bis sich Sprossknospen und kleine 
Sprosse entwickeln, die dann auf das gleiche Basalmedium ein- 
schlieSlich Timentin und PPT oder alternative Komponenten mit 
Wachstumsregulatoren, namlich z.B. 0,5 mg/1 Indolylbuttersaiure 
(IBA) und 0,5 mg/1 Gibberillinsaure GA3 , zur Bewurzelung xiber- 
10 tragen we r den. Bewurzelte Sprosse konnen ins Gewachshaus tiber- 
fuhrt werden. 

Zus&tzlich zu der beschriebenen Methode sind folgende vorteil- 
* hafte Modifikationen moglich: 
15 

• Bevor die Explantate mit den Bakterien infiziert werden, kon- 
nen sie ftir 1 bis 12 Tage, bevorzugt 3 bis 4, auf das oben 
beschriebene Medium ftir die Co-Kultur vorinkubiert werden. 
AnschlieSend erfolgt die Infektion, Co-Kultur und selektive 

20 Regeneration wie oben beschrieben. 

• Der pH Wert fur die Regeneration (normalerweise 5,8) kann auf 
pH 5,2 gesenkt werden. Dadurch wird die Kontrolle des Agro- 
bakterienwachstums verbessert . 

25 

• Die Zugabe von AgNC>3 (3-10 mg/1) zum Regenerationsmedium 
verbessert den Zustand der Kultur einschlieSlich der Regene- 
ration selbst. 

30 • Komponenten, die die Phenolbi Idling reduzieren und dem 

Fachmann bekannt sind, wie z.B. ZitronensSure, Ascorbins&ure, 
PVP u.v.a.m., wirken sich positiv auf die Kultur aus. 

• Ftir das gesamte Verfahren kann auch fltissiges Kulturmedium 
35 Verwendung finden. Die Kultur kann auch auf handelstiblichen 

Tragern, die auf dem flUssigen Medium positioniert werden 
inkubiert werden. 

GemSJS der oben beschriebenen Trans format ionsmethode wurden 
40 mit dem Expressionskonstrukt pS5AI3 folgende Linien erhalten: 

CS30-1, CS30-3 und CS30-4 
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Beispiel 16: 

Charakterisierung der transgenen Tagetes Pf lanzen mit reduzierter 
e-Cyclase-Aktivitat 

5 Das Bltitenmaterial der transgenen Tagetes erecta Pf lanzen aus 
Beispiel 15 wurde in flussigem Stickstoff gemorsert und das 
Pulver (etwa 250 bis 500 mg) mit 100 % Aceton extrahiert (drei- 
mal je 500 . Das Losungsmittel wurde evaporiert und die 
Carotinoide in 100 \il Aceton resuspendiert . 

10 

Mittels einer C30-reverse phase-Saule konnten die individuellen 
Carotinoide quantif iziert werden. Die HPLC-Laufbedingungen 
waren nahezu identisch mit einer publizierten Methode (Frazer 
et al. (2000), Plant Journal 24(4): 551-558). Eine Identifizie- 
15 rung der Carotinoide war aufgrund der UV-VTS-Spektren moglich. 

Tabelle 2 zeigt das Carotinoidprof il in Tagetespetalen der gemaS 
der vorstehend beschriebenen Beispiele hergestellten transgenen 
Tagetes- und Kontrolltagetespf lanzen. Alle Carotinoidmengen sind 
20 in [ug/g] Frischgewicht angegeben, prozentuale Veranderungen 
gegentiber der Kontrollpf lanze sind in Klammern angegeben. 

Im Vergleich zur genetisch nicht veranderten Kontrollpf lanze, 
weisen die genetisch veranderten Pf lanzen mit reduzierter 
25 epsilon-Cyclase-Aktivitat einen deutlich erhdhten Gehalt an 

Carotinoiden des "fJ-Carotin-Weges" , wie beispielsweise p-Carotin 
und Zeaxanthin und einen deutlich reduzierten Gehalt an 
Carotinoiden des "<x-Carotin-Weges" , wie beispielsweise Lutein 
auf . 

30 

Tabelle 2 



35 



40 



Pflanze 


Lutein 


b— Carotin 


Zeaxanthin 


Violaxanthin 


Gesamt- 
Carotinoide 


Kontrolle 


260 


4,8 


2,7 


36 


304 


CS 30-1 


35 (-86%) 


13 (+170%) 


4,4 (+62%) 


59 (+63%) 


111 (-63%) 


Kontrolle 


456 


6,4 


6,9 


58 


527 


CS 30-3 


62 (-86%) 


13 (+103%) 


8,9 (+29%) 


75 (+29%) 


159 (-70%) 


CS 30-4 


68 (-85%) 


9,1 (+42%) 


5,7 (-17%) 


61 (+5%) 


144 (-73%) 
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Verf ahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden in Blutenblattern 
von Pflanzen 

5 Zusammenf assung 

Die vorliegende Erf indung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
von Ketocarotinoiden durch Kultivierung von Pflanzen, die im 
Vergleich zum Wildtyp eine veranderte Ketolase-Aktivitat in 
10 Bltttenblattern aufweisen, die genetisch veranderten Pflanzen, 
sowie deren Verwendung als Nahrungs- und Futtenaittel und zur 
Herstellung von Ketocarotinoidextrakten. 



15 



20 



25 



30 



35 



40 
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SEQUENCE LISTING 
<110> SunGene GmbH Co. KGaA 

<120> Verfahren zur Herstellung von Astaxanthin in Blueten von Pf lanzen 
<130> NAE 258/02 
<160> 80 

<170> Patentln version 3,1 




<210> 1 

<211> 1771 

<212> DNA 

<213> Haematococcus pluvialis 
<220> 

<221> CDS 

<222> (166) . . (1155) 

<223> 



<400> 1 

ggcacgagct tgcacgcaag tcagcgcgcg caagtcaaca cctgccggtc cacagcctca 

aataataaag agctcaagcg tttgtgcgcc tcgacgtggc cagtctgcac tgccttgaac 

ccgcgagtct cccgccgcac tgactgccat agcacagcta gacga atg cag eta gca 

Met Gin Leu Ala 
1 



60 
120 
177 



gcg aca gta atg ttg gag cag ctt acc gga age get gag gca etc aag 
Ala Thx Val Met Leu Glu Gin Leu Thr Gly Ser Ala Glu Ala Leu Lys 
5 10 15 20 



225 




gag aag gag aag gag gtt gca ggc age tct gac gtg ttg cgt aca tgg 273 
Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp Val Leu Arg Thr Trp 
25 30 35 

gcg acc cag tac teg ctt ccg tea gaa gag tea gac gcg gcc cgc ccg 321 
Ala Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu Ser Asp Ala Ala Arg Pro 
40 45 50 



gga ctg aag aat gcc tac aag cca cca cct tec gac aca aag ggc ate 
Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro Ser Asp Thr Lys Gly lie 
55 60 65 



369 



aca atg gcg eta cgt gtc ate ggc tec tgg gcc gca gtg ttc etc cac 
Thr Met Ala Leu Arg Val lie Gly Ser Trp Ala Ala Val Phe Leu His 
70 75 80 



417 



gcc att ttt caa ate aag ctt ccg acc tec ttg gac cag ctg cac tgg 
Ala lie Phe Gin lie Lys Leu Pro Thr Ser Leu Asp Gin Leu His Trp 
85 90 95 100 



465 



ctg ccc gtg tea gat gcc aca get cag ctg gtt age ggc acg age age 
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xvvjcia PF 53862 



Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu Val Ser Gly Thr Ser Ser 
105 110 115 

ctg etc gac ate gtc gta gta ttc ttt gtc ctg gag ttc ctg tac aca 
Leu Leu Asp lie Val Val Val Phe Phe Val Leu Glu Phe Leu Tyr Thr 
120 125 130 

ggc ctt ttt ate ace acg cat gat get atg cat ggc ace ate gee atg 
Gly Leu Phe He Thr Thr His Asp Ala Met His Gly Thr He Ala Met 
135 140 145 





561 



609 



aga aac agg cag ctt aat gac ttc ttg ggc aga gta tgc ate tec ttg 657 
Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg Val Cys He Ser Leu 
150 155 160 

tac gee tgg ttt gat tac aac atg ctg cac cgc aag cat tgg gag cac 705 
Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His Arg Lys His Trp Glu His 
165 170 175 ~ 180 

cac aac cac act ggc gag gtg ggc aag gac cct gac ttc cac agg gga 753 
His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp Pro Asp Phe His Arg Gly 
185 190 195 

aac cct ggc att gtg ccc tgg ttt gec age ttc atg tec age tac atg 801 
Asn Pro Gly He Val Pro Trp Phe Ala Ser Phe Met Ser Ser Tyr Met 
200 205 210 

teg atg tgg cag ttt gcg cgc etc gca tgg tgg acg gtg gtc atg cag 849 
Ser Met Trp Gin . Phe Ala Arg Leu Ala Trp Trp Thr Val Val Met Gin 
215 220 225 

ctg ctg ggt gcg cca atg gcg aac ctg ctg gtg ttc atg gcg gee gcg 897 
Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu Val Phe Met Ala Ala Ala 
230 235 240 

ccc ate ctg tec gee ttc cgc ttg ttc tac ttt ggc acg tac atg ccc 945 
Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Tyr Met Pro 
245 250 255 260 

ac aag cct gag cct ggc gee gcg tea ggc tct tea cca gee gtc atg 993 
His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly Ser Ser Pro Ala Val Met 
265 270 275 

aac tgg tgg aag teg cgc act age cag gcg tec gac ctg gtc age ttt 1041 
Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala Ser Asp Leu Val Ser Phe 
280 285 290 

ctg ace tgc tac cac ttc gac ctg cac tgg gag cac cac cgc tgg ccc 1089 
Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp Glu His His Arg Trp Pro 
295 300 305 

ttc gee ccc tgg tgg gag ctg ccc aac tgc cgc cgc ctg tct ggc cga 1137 
Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys Arg Arg Leu Ser Gly Arg 
310 315 320 



ggt ctg gtt cct gee tag ctggacacac tgcagtgggc cctgctgcca 
Gly Leu Val Pro Ala 
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325 

gctgggcatg caggttgtgg caggactggg tgaggtgaaa agctgcaggc gctgctgccg 1245 

gacacgctgc atgggctacc ctgtgtagct gccgccacta ggggaggggg tttgtagctg 1305 

tcgagcttgc cccatggatg aagctgtgta gtggtgcagg gagtacaccc acaggccaac 1365 

acccttgcag gagatgtctt gcgtcgggag gagtgttggg cagtgtagat gctatgattg 1425 

tatcttaatg ctgaagcctt taggggagcg acacttagtg ctgggcaggc aacgccctgc 1485 

aaggtgcagg cacaagctag gctggacgag gactcggtgg caggcaggtg aagaggtgcg 1545 

ggagggtggt gccacaccca ctgggcaaga ccatgctgca atgctggcgg tgtggcagtg 1605 

agagctgcgt gattaactgg gctatggatt gtttgagcag tctcacttat tctttgatat 1665 

agatactggt caggcaggtc aggagagtga gtatgaacaa gttgagaggt ggtgcgctgc 1725 

Iccctgcgctt atgaagctgt aacaataaag tggttcaaaa aaaaaa 1771 

<210> 2 

<211> 329 

<212> PRT 

<213> Haematococcus pluvialis . 

<400> 2 . . 

Met Gin Leu Ala Ala Thr Val Met Leu Glu Gin Leu Thr Gly Ser Ala 
1 5 10 15 

Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp Val 
20 25 30 



eu Arg Thr Trp Ala Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu Ser Asp 
35 40 45 



Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro Ser Asp 
50 55 60 

Thr Lys Gly lie Thr Met Ala Leu Arg Val He Gly Ser Trp Ala Ala 
65 70 75 80 



Val Phe Leu His Ala He Phe Gin He Lys Leu Pro Thr Ser Leu Asp 
85 90 95 



Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu Val Ser 
100 105 110 
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Gly Thr Ser Ser Leu Leu Asp lie Val Val Val Phe Phe Val Leu Glu 
115 120 125 



Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe lie Thr Thr His Asp Ala Met His Gly 
130 135 140 



Thr lie Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg Val 
145 150 155 160 



Cys lie Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His Arg Lys 
165 170 175 




His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp Pro Asp 
180 185 190 



Phe His Arg Gly Asn Pro Gly He Val Pro Trp Phe Ala Ser Phe Met 
195 200 205 




Ser Ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp Trp Thr 
210 215 220 



Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu Val Phe 
225 230 235 240 



Met Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr Phe Gly 
245 250 255 



Thr Tyr Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly Ser Ser 
260 265 270 



Pro Ala Val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala Ser Asp 
275 280 285 



Leu Val Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp Glu His 
290 295 300 



His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys Arg Arg 
305 .310 315 320 



Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala 
325 



PF 53862 DE 



<210> 3 

<211> 1662 

<212> DNA 

<213> Haematococcus pluvialis 



<220> 

<221> CDS 

<222> (168) . . (1130) 

<223> 





<400> 3 

cggggcaact caagaaattc aacagctgca agcgcgcccc agcctcacag cgccaagtga 60 

gctatcgacg tggttgtgag cgctcgacgt ggtccactga cgggcctgtg agcctctgcg 120 

ctccgtcctc tgccaaatct cgcgtcgggg cctgcctaag tcgaaga atg cac gtc 176 

Met His Val 
1 

gca teg gca eta atg gtc gag cag aaa ggc agt gag gca get get tec 224 
Ala Ser Ala Leu Met Val Glu Gin Lys Gly Ser Glu Ala Ala Ala Ser 
5 10 15 

age cca gac gtc ttg aga gcg tgg gcg aca cag tat cac atg cca tec 272 
Ser Pro Asp Val Leu Arg Ala Trp Ala Thr Gin Tyr His Met Pro Ser 
20 25 30 35 

gag teg tea gac gca get eg t cct gcg eta aag cac gectae aaa cct 320 
Glu Ser Ser Asp Ala Ala Arg Pro Ala Leu Lys His Ala Tyr Lys Pro 
40 45 ^ 50 

cca gca tct gac gee aag ggc ate acg atg gcg ctg acc ate att ggc 368 
Pro Ala Ser Asp Ala Lys Gly He Thr Met Ala Leu Thr He He Gly 
55 60 65 

acc tgg acc gca gtg ttt tta cac gca ata ttt caa ate agg eta ccg 416 
Thr Trp Thr Ala Val Phe Leu His Ala He Phe Gin He Arg Leu Pro 
70 75 80 

aca tec atg gac cag ctt cac tgg ttg cct gtg tec gaa gec aca gee 464 
Thr Ser Met Asp Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Glu Ala Thr Ala 
85 90 95 

cag ctt ttg ggc gga age age age eta ctg cac ate get gca gtc ttc 512 
Gin Leu Leu Gly Gly Ser Ser Ser Leu Leu His He Ala Ala Val Phe 
100 105 110 115 

att gta ctt gag ttc ctg tac act ggt eta ttc ate acc aca cat gac 560 
He Val Leu Glu Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Thr His Asp 
120 125 130 

gca atg cat ggc acc ata get ttg agg cac agg cag etc aat gat etc 608 
Ala Met His Gly Thr He Ala Leu Arg His Arg Gin Leu Asn Asp Leu 
135 140 145 



ctt ggc aac ate tgc ata tea ctg tac gee tgg ttt gac tac age atg 



656 



« « cu> xvycm FF 53862 DE 



Leu Gly Asn lie Cys lie Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Ser Met 
150 155 160 

ctg cat cgc aag cac tgg gag cac cac aac cat act ggc gaa gtg ggg 704 
Leu His Arg Lys His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly 
165 170 175 




aaa gac cct gac ttc cac aag gga aat ccc ggc ctt gtc ccc tgg ttc 752 
Lys Asp Pro Asp Phe His Lys Gly Asn Pro Gly Leu Val Pro Trp Phe 
180 185 190 195 

gcc age ttc atg tec age tac atg tec ctg tgg cag ttt gee egg ctg 800 
Ala Ser Phe Met Ser Ser Tyr Met Ser Leu Trp Gin Phe Ala Arg Leu 
200 205 210 

gca tgg tgg gca gtg gtg atg caa atg ctg ggg gcg ccc atg gca aat 848 
Ala Trp Trp Ala Val Val Met Gin Met Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn 
215 220 225 

etc eta gtc ttc atg get gca gcc cca ate ttg tea gca ttc cgc etc 896 
Leu Leu Val Phe Met Ala Ala Ala Pro lie Leu Ser Ala Phe Arg Leu 
230 235 240 



ttc tac ttc ggc act tac ctg cca cac aag cct gag cca ggc cct gca 944 
Phe Tyr Phe Gly Thr Tyr Leu Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Pro Ala 
245 250 255 



gca ggc tct cag gtg atg gcc tgg ttc 
Ala Gly Ser Gin Val Met Ala Trp Phe 
260 265 

tct gat gtg atg agt ttc ctg aca tgc 
Ser Asp Val Met Ser Phe Leu Thr Cys 
280 . 



agg gcc aag aca agt gag gca 992 
Arg Ala Lys Thr Ser Glu Ala 
270 275 

tac cac ttt gac ctg cac tgg 1040 
Tyr His Phe Asp Leu His Trp 
285 290 



A 



gag cac cac agg tgg ccc ttt gcc ccc tgg tgg cag ctg ccc cac tgc 1088 
Glu His His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Gin Leu Pro His Cys 
295 300 305 



gc cgc ctg tec ggg cgt ggc ctg gtg cct gcc ttg gca tga 1130 
Arg Arg Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala Leu Ala 
310 315 320 

cctggtccct ccgctggtga cccagcgtct gcacaagagt gtcatgetae agggtgctgc 1190 



ggccagtggc 


agcgcagtgc 


actctcagcc 


tgtatggggc 


taccgctgtg 


ccactgagca 


1250 


ctgggcatgc 


cactgagcac 


tgggcgtgct 


actgagcaat 


gggcgtgcta 


ctgagcaatg 


1310 


ggcgtgctac 


tgacaatggg 


cgtgctactg 


gggtctggca 


gtggctagga 


tggagtttga 


1370 


tgcattcagt 


agcggtggcc 


aacgtcatgt 


ggatggtgga 


agtgctgagg 


ggtttaggca 


1430 


geeggcattt 


gagagggcta 


agttataaat 


cgcatgctgc 


tcatgcgcac 


atatctgeae 


1490 



acagecaggg aaatcccttc gagagtgatt atgggacact tgtattggtt tegtgetatt 1550 





7 

gttttattca gcagcagtac ttagtgaggg tgagagcagg gtggtgagag tggagtgagt 1610 
gagtatgaac ctggtcagcg aggtgaacag cctgtaatga atgactctgt ct 1662 

<210> 4 

<211> 320 

<212> PRT 

<213> Haematococcus pluvialis 

<400> 4 

Met His Val Ala Ser Ala Leu Met Val Glu Gin Lys Gly Ser Glu Ala 
1 5 10 ^ 15 

Ala Ala Ser Ser Pro Asp Val Leu Arg Ala Trp Ala Thr Gin Tyr His 
20 25 30 

Met Pro Ser Glu Ser Ser Asp Ala Ala Arg Pro Ala Leu Lys His Ala 
35 40 45 

Tyr Lys Pro Pro Ala Ser Asp Ala Lys Gly lie Thr Met Ala Leu Thr 
50 55 60 

He He Gly Thr Trp Thr Ala Val Phe Leu His Ala He Phe Gin He 
65 70 75 80 

Arg Leu Pro Thr Ser Met Asp Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Glu 
85 90 95 

Ala Thr Ala Gin Leu Leu Gly Gly Ser Ser Ser Leu Leu His He Ala 
100 105 110 

Ala Val Phe He Val Leu Glu Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr 
115 120 125 

Thr His Asp Ala Met His Gly Thr He Ala Leu Arg His Arg Gin Leu 
130 135 140 

Asn Asp Leu Leu Gly Asn He Cys He Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp 
145 150 155 " 160 

Tyr Ser Met Leu His Arg Lys His Trp Glu His His Asn His Thr Gly 
165 170 175 



Glu Val Gly Lys Asp Pro Asp Phe His Lys Gly Asn Pro Gly Leu Val 




vauujxi oc v^^x^geuft PF 53862 DE 

8 

180 185 190 

Pro Trp Phe Ala Ser Phe Met Ser Ser Tyr Met Ser Leu Trp Gin Phe 
195 200 205 . 

Ala Arg Leu Ala Trp Trp Ala Val Val Met Gin Met Leu Gly Ala Pro 
210 215 220 

Met Ala Asn Leu Leu Val Phe Met Ala Ala Ala Pro lie Leu Ser Ala 
225 230 235 240 

Phe Arg Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Tyr Leu Pro His Lys Pro Glu Pro 
245 250 255 

Gly Pro Ala Ala Gly Ser Gin Val Met Ala Trp Phe Arg Ala Lys Thr 
260 265 270 

Ser Glu Ala Ser Asp Val Met Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp 
275 280 285 

Leu His Trp Glu His His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Gin Leu 
290 295 300 

Pro His Cys Arg Arg Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala Leu Ala 

315 320 



305 


310 


<210> 


5 


<211> 


729 


<212> 


DNA 


|:213> 


Agrobacterium aurantiacum 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) (729) 


<223> 




<400> 


5 



atg age gca cat gec ctg ccc aag gca gat ctg ace gec ace age ctg 48 
Met Ser Ala His Ala Leu Pro Lys Ala Asp Leu Thr Ala Thr Ser Leu 
15 10 15 

ate gtc teg ggc ggc ate ate gee get tgg ctg gee ctg cat gtg cat 96 
lie Val Ser Gly Gly lie lie Ala Ala Trp Leu Ala Leu His Val His 
20 25 30 



gcg ctg tgg ttt ctg gac gca gcg gcg cat ccc ate ctg gcg ate gca 144 
Ala Leu Trp Phe Leu Asp Ala Ala Ala His Pro He Leu Ala He Ala 




9 

35 40 45 

aat ttc ctg ggg ctg acc tgg ctg teg gtc gga ttg ttc ate ate gcg 192 
Asn Pixe Leu Gly Leu Thr Trp Leu Ser Val Gly Leu Phe lie He Ala 
50 55 60 




cat gac gcg atg cac ggg teg gtg gtg ccg ggg cgt ccg cgc gee aat 240 
His Asp Ala Met His Gly Ser Val Val Pro Gly Arg Pro Arg Ala Asn 
65 70 75 80 

gcg gcg atg ggc cag ctt gtc ctg tgg ctg tat gec gga ttt teg tgg 288 
Ala Ala Met Gly Gin Leu Val Leu Trp Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Trp 
85 90 95 

cgc aag atg ate gtc aag cac atg gec cat cac cgc cat gec gga acc 336 
Arg Lys Met He Val Lys His Met Ala His His Arg His Ala Gly Thr, 
100 105 110 

gac gac gac ccc gat ttc gac cat ggc ggc ccg gtc cgc tgg tac gee 384 
Asp Asp Asp Pro Asp Phe Asp His Gly Gly Pro Val Arg Trp Tyr Ala 
115 120 125 

cgc ttc ate ggc acc tat ttc ggc tgg cgc gag ggg ctg ctg ctg ccc 432 
Arg Phe He Gly Thr Tyr Phe Gly Trp Arg Glu Gly Leu Leu Leu Pro 
130 135 140 

gtc ate gtg acg gtc tat gcg ctg ate ctt ggg gat cgc tgg atg tac 480 
Val He Val Thr Val Tyr Ala Leu He Leu Gly Asp Arg Trp Met Tyr 
145 150 155 .160 

gtg gtc ttc tgg ccg ctg ccg teg ate ctg gcg teg ate cag ctg ttc 528 
Val Val Phe Trp Pro Leu Pro Ser He Leu Ala Ser He Gin Leu Phe 
165 170 175 

gtg ttc ggc acc tgg ctg ccg cac cgc ccc ggc cac gac gcg ttc ccg 576 
Val Phe Gly Thr Trp Leu Pro His Arg Pro Gly His Asp Ala Phe Pro 
180 185 190 



t gac cgc cac aat gcg egg teg teg egg ate age gac ccc gtg teg ctg 624 
Arg His Asn Ala Arg Ser Ser Arg He Ser Asp Pro Val Ser Leu 
195 200 205 



ctg acc tgc ttt cac ttt ggc ggt tat cat cac gaa cac cac ctg cac 672 
Leu Thr Cys Phe His Phe Gly Gly Tyr His His Glu His His Leu His 
210 215 220 

ccg acg gtg ccg tgg tgg cgc ctg ccc age acc cgc acc aag ggg gac 720 
Pro Thr Val Pro Trp Trp Arg Leu Pro Ser Thr Arg Thr Lys Gly Asp 
225 230 235 ~ 240 

acc gca tga 729 
Thr Ala 



<210> 6 
<211> 242 



10 

<212> PRT 

<213> Agrobacterium aurantiacum 
<400> 6 

Met Ser Ala His Ala Leu Pro Lys Ala Asp Leu Thr Ala Thr Ser Leu 
15 10 15 



lie Val Ser Gly Gly lie lie Ala Ala Trp Leu Ala Leu His Val His 
20 25 30 



Ala Leu Trp Plie Leu Asp Ala Ala Ala His Pro lie Leu Ala lie Ala 
35 40 45 




Asn Phe Leu Gly Leu Thr Trp Leu Ser Val Gly Leu Phe He He Ala 
50 55 60 



His Asp Ala Met His Gly Ser Val Val Pro Gly Arg Pro Arg Ala Asn 
65 70 75 80 




Ala Ala Met Gly Gin Leu Val Leu Trp Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Trp 
85 90 95 



Arg Lys Met He Val Lys His Met Ala His His Arg His Ala Gly Thr 
100 . 105 110 



Asp Asp Asp Pro Asp Phe Asp His Gly Gly Pro Val Arg Trp Tyr Ala 
115 120 125 



Arg Phe He Gly Thr Tyr Phe Gly Trp Arg Glu Gly Leu Leu Leu Pro 
130 135 140 



Val He Val Thr Val Tyr Ala Leu He Leu Gly Asp Arg Trp Met Tyr 
145 150 155 160 



Val Val Phe Trp Pro Leu Pro Ser He Leu Ala Ser He Gin Leu Phe 
165 170 175 



Val Phe Gly Thr Trp Leu Pro His Arg Pro Gly His Asp Ala Phe Pro 
180 185 190 



Asp Arg His Asn Ala Arg Ser Ser Arg He Ser Asp Pro Val Ser Leu 
195 200 205 



11 




Leu Thr Cys Phe His Phe Gly Gly Tyr His His Glu His His Leu His 
210 215 220 



Pro Thr Val Pro Tip Trp Arg Leu Pro Ser Thr Arg Thr Lys Gly Asp 
225 230 235 240 



Thr Ala 



<210> 7 

<211> 1631 

<212> DNA 

<213> Alcaligenes sp. 
<220> 

<221> CDS 

<222> (99) . . (827) 

<223> 



<400> 7 

ctgcaggccg ggcccggtgg ccaatggtcg caaccggcag gactggaaca ggacggcggg 60 

ccggtctagg ctgtcgccct acgcagcagg agtttcgg atg tec gga egg aag cct 116 

Met Ser Gly Arg Lys . Pro 

1. . 5 

ggc aca act ggc gac acg ate gtc aat etc ggt ctg ace gee gcg ate 164 
Gly Thr Thr Gly Asp Thr lie Val Asn Leu Gly Leu Thr Ala Ala lie 
10 15 20 

ctg ctg tgc tgg ctg gtc ctg cac gec ttt acg eta tgg ttg eta gat 212 
Leu Leu Cys Trp Leu Val Leu His Ala Phe Thr Leu Trp Leu Leu Asp 
25 30 35 



gcg gee gcg cat ccg ctg ctt gee gtg ctg tgc ctg get ggg ctg ace 260 
a Ala Ala His Pro Leu Leu Ala Val Leu Cys Leu Ala Gly Leu Thr 
40 45 50 



tgg ctg teg gtc ggg ctg ttc ate ate gcg cat gac gca atg cac ggg 308 
Trp Leu Ser Val Gly Leu Phe He He Ala His Asp Ala Met His Gly 
55 60 65 70 

tec gtg gtg ccg ggg egg ccg cgc gee aat gcg gcg ate ggg caa ctg 356 
Ser Val Val Pro Gly Arg Pro Arg Ala Asn Ala Ala He Gly Gin Leu 
75 80 85 

gcg ctg tgg etc tat gcg ggg ttc teg tgg ccc aag ctg ate gee aag 404 
Ala Leu Trp Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Trp Pro Lys Leu He Ala Lys 
90 95 100 



cac atg acg cat cac egg cac gee ggc ace gac aac gat ccc gat ttc 
His Met Thr His His Arg His Ala Gly Thr Asp Asn Asp Pro Asp Phe 
105 110 115 



452 



WW • A^OA 



12 



FF 538 62 DE 



ggt cac gga ggg ccc gtg cgc tgg tac ggc age 
Gly His Gly Gly Pro Val Arg Trp Tyr Gly Ser 
120 125 



ttc gtc tec ace tat 
Phe Val Ser Thr Tyr 
130 



500 




ttc ggc tgg cga gag gga ctg ctg eta ccg gtg 
Phe Gly Trp Arg Glu Gly Leu Leu Leu Pro Val 
135 140 145 

gcg ctg ate ctg ggc gat cgc tgg atg tat gtc 
Ala Leu He Leu Gly Asp Arg Trp Met Tyr Val 
155 160 

ccg gec gtt ctg gcg teg ate cag att ttc gtc 
Pro Ala Val Leu Ala Ser He Gin He Phe Val 
170 175 

ccc cac cgc ccg gga cat gac gat ttt ccc gac 
Pro His Arg Pro Gly His Asp Asp Phe Pro Asp 
185 190 

teg acc ggc ate ggc gac ccg ttg tea eta ctg 
Ser Thr Gly He Gly Asp Pro Leu Ser Leu Leu 
200 205 



ate gtc acc acc tat 
He Val Thr Thr Tyr 
150 

ate ttc tgg ccg gtc 
He Phe Trp Pro Val 
165 

ttc gga act tgg ctg 
Phe Gly Thr Trp Leu 
180 

egg cac aac gcg agg 
Arg His Asn Ala Arg 
195 

acc tgc ttc cat ttc 
Thr Cys Phe His Phe 
210 



548 



596 



644 



692 



740 



ggc ggc tat cac cac gaa cat cac ctg cat ccg 
Gly Gly Tyr His His Glu His His Leu His Pro 
215 220 225 

cgc ctg cct cgt aca cgc aag acc gga ggc cgc 
Arg Leu Pro Arg Thr Arg Lys Thr Gly Gly Arg 



cat gtg ccg tgg tgg 788 
His Val Pro Trp Trp 
230 

gca tga cgcaattcct 837 
Ala 






235 




240 






cattgtcgtg 


gcgacagtcc 


tcgtgatgga 


gctgaccgcc tattccgtcc 


acegctggat 


897 


tatgeaegge 


cccctaggct 


ggggctggca 


caagtcccat cacgaagagc 


acgaccacgc 


957 


gttggagaag 


aacgacctct 


aeggegtegt 


ettcgeggtg ctggcgacga 


tcctcttcac 


1017 


^gtgggcgcc 


tattggtggc 


cggtgctgtg 


gtggatcgcc ctgggcatga 


eggtctatgg 


1077 


gttgatctat 


ttcatcctgc 


aegaeggget 


tgtgcatcaa cgctggccgt 


tteggtatat 


. 1137 


tccgcggcgg 


ggctatttcc 


gcaggctcta 


ccaagctcat cgcctgcacc 


aegeggtega 


1197 


ggggegggae 


cactgcgtca 


getteggett 


catctatgcc ccacccgtgg 


acaagctgaa 


1257 


gcaggatctg 


aageggtegg 


gtgtcctgcg 


cccccaggac gagegtcegt 


cgtgatctct 


1317 


gatcccggcg 


tggccgcatg 


aaatccgacg 


tgc tgc t ggc aggggcegge 


cttgccaacg 


1377 


gaetgatege 


getggegate 


cgcaaggcgc 


ggcccgacct tcgcgtgctg 


ctgctggacc 


1437 


gtgcggcggg 


cgcctcggac 


gggcatactt 


ggtcctgcca cgacaccgat 


ttggcgccgc 


1497 


actggctgga 


ccgcctgaag 


ccgatcaggc 


gtggcgactg gcccgatcag 


gaggtgcggt 


1557 



• 



aunuene ismon & c^KgaA 20020258 PF 53862 DE 
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tcccagacca ttcgcgaagg ctccgggccg gatatggctc gatcgacggg cgggggctga 1617 
tgcgtgcggt gacc 1631 

<210> 8 
<211> 242 
<212> PRT 

<213> Alcaligenes sp. 
<400> 8 

Met Ser Gly Arg Lys Pro Gly Thr Thr Gly Asp Thr lie Val Asn Leu 
15 10 15 

Gly Leu Thr Ala Ala lie Leu Leu Cys Trp Leu Val Leu His Ala Phe 
20 25 30 

Thr Leu Trp Leu Leu Asp Ala Ala Ala His Pro Leu Leu Ala Val Leu 
35 40 45 




Cys Leu Ala Gly Leu Thr Trp Leu Ser Val Gly Leu Phe lie lie Ala 
50 55 60 



His Asp Ala Met His Gly Ser Val Val Pro Gly Arg Pro Arg Ala Asn 
65 70 75 80 



Ala Ala He Gly Gin Leu Ala Leu Trp Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Trp 
85 90 95 



Pro Lys Leu He Ala Lys His Met Thr His His Arg His Ala Gly Thr 
100 105 110 



Asp Asn Asp Pro Asp Phe Gly His Gly Gly Pro Val Arg Trp Tyr Gly 
115 120 125 



Ser Phe Val Ser Thr Tyr Phe Gly Trp Arg Glu Gly Leu Leu Leu Pro 
130 135 140 



Val He Val Thr Thr Tyr Ala Leu He Leu Gly Asp Arg Trp Met Tyr 
145 150 155 160 



Val He Phe Trp Pro Val Pro Ala Val Leu Ala Ser He Gin He Phe 
165 170 175 



Val Phe Gly Thr Trp Leu Pro His Arg Pro Gly His Asp Asp Phe Pro 



ouuucAAc ssuuja ccr lo x ngoA 2UQ20258 PF 53862 DE 
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180 185 190 



Asp Arg His Asn Ala Arg Ser Thr Gly lie Gly Asp Pro Leu Ser Leu 
195 200 205 



Leu Thr Cys Phe His Phe Gly Gly Tyr His His Glu His His Leu His 
210 215 220 



Pro His Val Pro Trp Trp Arg Leu Pro Arg Thr Arg Lys Thr Gly Gly 
225 230 235 240 



Arg Ala 



* 



<210> 


9 


|<211> 


729 


<212> 


DNA 


<213> 


Paracoccus 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) (729) 


<223> 





<400> 9 

atg age gca cat gec ctg ccc aag gca gat ctg acc gec aca age ctg 48 
Met Ser Ala His Ala Leu Pro Lys Ala Asp Leu Thr Ala Thr Ser Leu 
15 10 15 



^^A 



ate gtc teg ggc ggc ate ate gee gca tgg ctg gec ctg cat gtg cat 96 
He Val Ser Gly Gly' lie He Ala Ala Trp Leu Ala Leu His Val His 
20 25 30 



eg ctg tgg ttt ctg gac gcg gcg gec cat ccc ate ctg gcg gtc gcg 144 
Ala Leu Trp Phe Leu Asp Ala Ala Ala His Pro He Leu Ala Val Ala 
35 40 45 

aat ttc ctg ggg ctg acc tgg ctg teg gtc gga ttg ttc ate ate gcg 192 
Asn Phe Leu Gly Leu Thr Trp Leu Ser Val Gly Leu Phe He He Ala 
50 55 60 

cat gac gcg atg cac ggg teg gtc gtg ccg ggg cgt ccg cgc gee aat 240 
His Asp Ala Met His Gly Ser Val Val Pro Gly Arg Pro Arg Ala Asn 
65 70 75 " 80 

gcg gcg atg ggc cag ctt gtc ctg tgg ctg tat gec gga ttt teg tgg 288 
Ala Ala Met Gly Gin Leu Val Leu Trp Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Trp 
85 90 95 

cgc aag atg ate gtc aag cac atg gee cat cac cgc cat gec gga acc 336 
Arg Lys Met He Val Lys His Met Ala His His Arg His Ala Gly Thr 



• 
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100 105 110 

gac gac gac cca gat ttc gac cat ggc ggc ccg gtc cgc tgg tac gcc 384 
Asp Asp Asp Pro Asp Phe Asp His Gly Gly Pro Val Arg Trp Tyr Ala 
115 120 125 

cgc ttc ate ggc acc tat ttc ggc tgg cgc gag ggg ctg ctg ctg ccc 432 
Arg Phe lie Gly Thr Tyr Phe Gly Trp Arg Glu Gly Leu Leu Leu Pro 
130 135 140 

gtc ate gtg acg gtc tat gcg ctg ate ctg ggg gat cgc tgg atg tac 480 
Val lie Val Thr Val Tyr Ala Leu lie Leu Gly Asp Arg Trp Met Tyr 
145 150 155 160 

gtg gtc ttc tgg ccg ttg ccg teg ate ctg gcg teg ate cag ctg ttc 528 
Val Val Phe Trp Pro Leu Pro Ser lie Leu Ala Ser He Gin Leu Phe 
165 170 175 

gtg ttc ggc act tgg ctg ccg cac cgc ccc ggc cac gac gcg ttc ccg 576 
Val Phe Gly Thr Trp Leu Pro His Arg Pro Gly His Asp Ala Phe Pro 
180 185 190 

gac cgc cat aat gcg egg teg teg egg ate age gac cct gtg teg ctg 624 
Asp Arg His Asn Ala Arg Ser Ser Arg He Ser Asp Pro Val Ser Leu 
195 200 205 

ctg acc tgc ttt cat ttt ggc ggt tat cat cac gaa cac cac ctg cac 672 
Leu Thr Cys Phe His Phe Gly Gly Tyr His His Glu His His Leu His 
210 215 220 

ccg acg gtg ccg tgg tgg cgc ctg ccc age acc cgc acc aag ggg gac 720 
Pro Thr Val Pro Trp Trp Arg Leu Pro Ser Thr Arg Thr Lys Gly Asp 
225 230 235 240 

acc gca tga 729 
Thr Ala 



!<210> 10 
<211> 242 
<212> PRT 

<213> Paracoccus marcusii 
<400> 10 

Met Ser Ala His Ala Leu Pro Lys Ala Asp Leu Thr Ala Thr Ser Leu 
15 10 15 



He Val Ser Gly Gly He He Ala Ala Trp Leu Ala Leu His Val His 
20 25 30 



Ala Leu Trp 
35 



Phe Leu Asp Ala Ala Ala His 
40 



Pro He Leu Ala Val Ala 
45 



16 



Asn Phe Leu Gly Leu Thr Trp Leu Ser Val Gly Leu Plie lie lie Ala 
50 55 60 



His Asp Ala Met His Gly Ser Val Val Pro Gly Arg Pro Arg Ala Asn 
65 70 75 80 



Ala Ala Met Gly Gin Leu Val Leu Trp Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Trp 
85 90 95 



Arg Lys Met lie Val Lys His Met Ala His His Arg His Ala Gly Thr 
100 105 110 



+ 



Asp Asp Asp Pro Asp Phe Asp His Gly Gly Pro Val Arg Tip Tyr Ala 
115 120 125 



Arg Phe lie Gly Thr Tyr Phe Gly Trp Arg Glu Gly Leu Leu Leu Pro 
130 135 140 




Val lie Val Thr Val Tyr Ala Leu He Leu Gly Asp Arg Trp Met Tyr 
145 150 155 ^ 160 



Val Val Phe Trp Pro Leu Pro Ser He Leu Ala Ser He Gin Leu Phe 
165 170 175 



Val Phe Gly Thr Trp Leu Pro His Arg Pro Gly His Asp Ala Phe Pro 
180 185 190 



Asp Arg His Asn Ala Arg Ser Ser Arg He Ser Asp Pro Val Ser Leu 
195 200 205 



Leu Thr Cys Phe His Phe Gly Gly Tyr His His Glu His His Leu His 
210 . 215 220 



Pro Thr Val Pro Trp Trp Arg Leu Pro Ser Thr Arg Thr Lys Gly Asp 
225 230 235 " 240 



Thr Ala 



<210> 11 

<211> 1629 

<212> DNA 

<213> Synechococcus sp. 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1629) 

<223> 



<400> 11 



atg ate acc acc gat gtt gtc att att ggg gcg ggg cac aat ggc tta 
Met lie Thr Thr Asp Val Val He He Gly Ala Gly His Asn Gly Leu 
15 10 15 



48 



gtc tgt gca gec tat ttg etc caa egg ggc ttg ggg gtg acg tta eta 96 
Val Cys Ala Ala Tyr Leu Leu Gin Arg Gly Leu Gly Val Thr Leu Leu 
20 25 30 

gaa aag egg gaa gta cca ggg ggg gcg gec acc aca gaa get etc atg 144 
Glu Lys Arg Glu Val Pro Gly Gly Ala Ala Thr Thr Glu Ala Leu Met 
35 40 45 

•ccg gag eta tec ccc cag ttt cgc ttt aac cgc tgt gec att gac cac 192 
Pro Glu Leu Ser Pro Gin Phe Arg Phe Asn Arg Cys Ala He Asp His 
50 55 60 

gaa ttt ate ttt ctg ggg ccg gtg ttg cag gag eta aat tta gec cag 240 
Glu Phe He Phe Leu Gly Pro Val Leu Gin Glu Leu Asn Leu Ala Gin 
65 70 75 80 

tat ggt ttg gaa tat tta ttt tgt gac ccc agt gtt ttt tgt ccg ggg 288 
Tyr Gly Leu Glu Tyr Leu Phe Cys Asp Pro Ser Val Phe Cys Pro Gly 
85 90 95 

ctg gat ggc caa get ttt atg age tac cgt tec eta gaa aaa acc tgt 336 
Leu Asp Gly Gin Ala Phe Met Ser Tyr Arg Ser Leu Glu Lys Thr Cys 
100 105 110 

gee cac att gec acc tat age ccc cga gat gcg gaa aaa tat egg caa 384 
Ala His He Ala Thr Tyr Ser Pro Arg Asp Ala Glu Lys Tyr Arg Gin 
115 120 125 

ttt gtc aat tat tgg acg gat ttg etc aac get gtc cag cct get ttt 432 
Phe Val Asn Tyr Trp Thr Asp Leu Leu Asn Ala Val Gin Pro Ala Phe 
130 135 140 

aat get ccg ccc cag get tta eta gat tta gee ctg aac tat ggt tgg 480 
Asn Ala Pro Pro Gin Ala Leu Leu Asp Leu Ala Leu Asn Tyr Gly Trp 
145 150 155 "* 160 

gaa aac tta aaa tec gtg ctg gcg ate gec ggg teg aaa acc aag gcg 528 
Glu Asn Leu Lys Ser Val Leu Ala He Ala Gly Ser Lys Thr Lys Ala 
165 170 175 

ttg gat ttt ate cgc act atg ate ggc tec ccg gaa gat gtg etc aat 576 
Leu Asp Phe He Arg Thr Met He Gly Ser Pro Glu Asp Val Leu Asn 
180 185 190 



gaa tgg ttc gac age gaa egg gtt aaa get cct tta get aga eta tgt 



624 
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Glu Trp Phe Asp Ser Glu Arg Val Lys Ala Pro Leu Ala Arg Leu Cys 
195 200 205 

teg gaa att ggc get ccc cca tec caa aag ggt agt age tec ggc atg 672 
Ser Glu lie Gly Ala Pro Pro Ser Gin Lys Gly Ser Ser Ser Gly Met 
210 215 220 

atg atg gtg gee atg egg cat ttg gag gga att gec aga cca aaa gga 720 
Met Met Val Ala Met Arg His Leu Glu Gly lie Ala Arg Pro Lys Gly 
225 230 " 235 ~ 240 

ggc act gga gec etc aca gaa gee ttg gtg aag tta gtg caa gee caa 768 
Gly Thr Gly Ala Leu Thr Glu Ala Leu Val Lys Leu Val Gin Ala Gin 
245 250 255 

ggg gga aaa ate etc act gac caa ace gtc aaa egg gta ttg gtg gaa 816 
Gly Gly Lys lie Leu Thr Asp Gin Thr Val Lys Arg Val Leu Val Glu 
260 265 270 

aac aac cag gcg ate ggg gtg gag gta get aac gga gaa cag tac egg 864 
Asn Asn Gin Ala lie Gly Val Glu Val Ala Asn Gly Glu Gin Tyr Arg 
275 280 ~ 285 

gec aaa aaa ggc gtg att tct aac ate gat gec cgc cgt tta ttt ttg 912 
Ala Lys Lys Gly Val lie Ser Asn lie Asp Ala Arg Arg Leu Phe Leu 
290 295 300 

caa ttg gtg gaa ccg ggg gec eta gec aag gtg aat caa aac eta ggg 960 
Gin Leu Val Glu Pro Gly Ala Leu Ala Lys Val Asn Gin Asn Leu Gly 
305 310 315 320 



gaa cga ctg gaa egg cgc act gtg aac aat aac gaa gee att tta aaa 
Glu Arg Leu Glu Arg Arg Thr Val Asn Asn Asn Glu Ala lie Leu Lys 
325 330 335 



m lei 



1008 



ate gat tgt gec etc tec ggt tta ccc cac ttc act gec atg gec ggg 1056 
lie Asp Cys Ala Leu Ser Gly Leu Pro His Phe Thr Ala Met Ala Gly 
340 345 350 



eg gag gat eta acg gga act att ttg att gee gac teg gta cgc cat 1104 
o Glu Asp Leu Thr Gly Thr He Leu He Ala Asp Ser Val Arg His 
355 360 365 

gtc gag gaa gee cac gee etc att gee ttg ggg caa att ccc gat get 1152 
Val Glu Glu Ala His Ala Leu He Ala Leu Gly Gin He Pro Asp Ala 
370 375 380 

aat ccg tct tta tat ttg gat att ccc act gta ttg gac ccc ace atg 1200 
Asn Pro Ser Leu Tyr Leu Asp He Pro Thr Val Leu Asp Pro Thr Met 
385 390 395 400 

gee ccc cct ggg cag cac ace etc tgg ate gaa ttt ttt gec ccc tac 1248 
Ala Pro Pro Gly Gin His Thr Leu Trp He Glu Phe Phe Ala Pro Tyr 
405 410 415 



cgc ate gee ggg ttg gaa ggg aca ggg tta atg ggc aca ggt tgg ace 
Arg He Ala Gly Leu Glu Gly Thr Gly Leu Met Gly Thr Gly Trp Thr- 



1296 
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420 425 430 

gat gag tta aag gaa aaa gtg gcg gat egg gtg att gat aaa tta acg 1344 
Asp Glu Leu Lys Glu Lys Val Ala Asp Arg Val lie Asp Lys Leu Thr 
435 440 445 

gac tat gec cct aac eta aaa tct ctg ate att ggt cgc cga gtg gaa 1392 
Asp Tyr Ala Pro Asn Leu Lys Ser Leu lie lie Gly Arg Arg Val Glu 
450 455 460 

agt ccc gee gaa ctg gec caa egg ctg gga agt tac aac ggc aat gtc 1440 
Ser Pro Ala Glu Leu Ala Gin Arg Leu Gly Ser Tyr Asn Gly Asn Val 
465 470 475 " 480 

tat cat ctg gat atg agt ttg gac caa atg atg ttc etc egg cct eta 1488 
Tyr His Leu Asp Met Ser Leu Asp Gin Met Met Phe Leu Arg Pro Leu 
485 490 495 

ccg gaa att gec aac tac caa acc ccc ate aaa aat ctt tac tta aca 1536 
Pro Glu lie Ala Asn Tyr Gin Thr Pro lie Lys Asn Leu Tyr Leu Thr 
500 505 510 

ggg gcg ggt acc cat ccc ggt ggc tec ata tea ggt atg ccc ggt aga 1584 
Gly Ala Gly Thr His Pro Gly Gly Ser He Ser Gly Met Pro Gly Arg 
515 520 525 

aat tgc get egg gtc ttt tta aaa caa caa cgt cgt ttt tgg taa 1629 
Asn Cys Ala Arg Val Phe Leu Lys Gin Gin Arg Arg Phe Trp 
530 535 540 

<210> 12 

<211> 542 

<212> PRT 

<213> Synechococcus sp. 



<400> 12 



A ^M 



Met He Thr Thr Asp Val Val He He Gly Ala Gly His Asn Gly Leu 
5 10 15 



Val Cys Ala Ala Tyr Leu Leu Gin Arg Gly Leu Gly Val Thr Leu Leu 
20 25 30 



Glu Lys Arg Glu Val Pro Gly Gly Ala Ala Thr Thr Glu Ala Leu Met 
35 40 45 



Pro Glu Leu Ser Pro Gin Phe Arg Phe Asn Arg Cys Ala He Asp His 
50 55 60 



Glu Phe He Phe Leu Gly Pro Val Leu Gin Glu Leu Asn Leu Ala Gin 
65 70 75 80 
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Tyr Gly Leu Glu Tyr Leu Phe Cys Asp Pro Ser Val Phe Cys Pro Gly 
85 90 95 



Leu Asp Gly Gin Ala Phe Met Ser Tyr Arg Ser Leu Glu Lys Thr Cys 
100 105 110 



Ala His lie Ala Thr Tyr Ser Pro Arg Asp Ala Glu Lys Tyr Arg Gin 
115 120 125 



Phe Val Asn Tyr Trp Thr Asp Leu Leu Asn Ala Val Gin Pro Ala Phe 
130 135 140 




Asn Ala Pro Pro Gin Ala Leu Leu Asp Leu Ala Leu Asn Tyr* Gly Trp 
145 150 155 * 160 



Glu Asn Leu Lys Ser Val Leu Ala lie Ala Gly Ser Lys Thr Lys Ala 
165 170 " 175 



Leu Asp Phe lie Arg Thr Met lie Gly Ser Pro Glu Asp Val Leu Asn 
180 185 190 



Glu Trp Phe Asp Ser Glu Arg Val Lys Ala Pro Leu Ala Arg Leu Cys 
195 200 205 



Ser Glu lie Gly Ala Pro Pro Ser Gin Lys Gly Ser Ser Ser Gly Met 
210 215 220 

Met Met Val Ala Met Arg His Leu Glu Gly lie Ala Arg Pro Lys Gly 
^^^225 235 240 

Gly Thr Gly Ala Leu Thr Glu Ala Leu Val Lys Leu Val Gin Ala Gin 
245 250 ~ 255 

Gly Gly Lys lie Leu Thr Asp Gin Thr Val Lys Arg Val Leu Val Glu 
260 265 270 

Asn Asn Gin Ala lie Gly Val Glu Val Ala Asn Gly Glu Gin Tyr Arg 
275 280 285 



Ala Lys Lys Gly Val He Ser Asn He Asp Ala Arg Arg Leu Phe Leu 
290 295 300 
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Gin Leu Val Glu Pro Gly Ala Leu Ala Lys Val Asn Gin Asn Leu Gly 
305 310 315 320 



Glu Arg Leu Glu Arg Arg Thr Val Asn Asn Asn Glu Ala lie Leu Lys 
. 325 330 335 



lie Asp Cys Ala Leu Ser Gly Leu Pro His Phe Thr Ala Met Ala Gly 
340 345 350 



Pro Glu Asp Leu Thr Gly Thr lie Leu lie Ala Asp Ser Val Arg His 
355 360 365 



Val Glu Glu Ala His Ala Leu He Ala Leu Gly Gin He Pro Asp Ala 
370 375 380 




•Asn Pro Ser Leu Tyr Leu Asp He Pro Thr Val Leu Asp Pro Thr Met 
385 390 395 400 



Ala Pro Pro Gly Gin His Thr Leu Trp He Glu Phe Phe Ala Pro Tyr 
405 410 415 



Arg He Ala Gly Leu Glu Gly Thr Gly Leu Met Gly Thr Gly Trp Thr 
420 425 430 



Asp Glu Leu Lys Glu Lys Val Ala Asp Arg Val He Asp Lys Leu Thr 
435 440 445 




Asp Tyr Ala Pro Asn Leu Lys Ser Leu He He Gly Arg Arg Val Glu 
450 455 460 



Ser Pro Ala Glu Leu Ala Gin Arg Leu Gly Ser Tyr Asn Gly Asn Val 
465 470 475 480 



Tyr His Leu Asp Met Ser Leu Asp Gin Met Met Phe Leu Arg Pro Leu 
. 485 490 495 



Pro Glu He Ala Asn Tyr Gin Thr Pro He Lys Asn Leu Tyr Leu Thr 
500 505 ^ 510 



Gly Ala Gly Thr His Pro Gly Gly Ser He Ser Gly Met Pro Gly Arg 
515 520 525 



Asn Cys Ala Arg Val Phe Leu Lys Gin Gin Arg Arg Phe Trp 
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530 535 540 



<210> 13 

<211> 776 

<212> DNA 

<213> Bradyrhizobium sp. 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (774) 

<223> 




<400> 13 

atg cat gca gca acc gcc aag get act gag ttc ggg gec tct egg cgc 48 

Met His Ala Ala Tlir Ala Lys Ala Thr Glu Phe Gly Ala Ser Arg Arg 
1 5 10 15 

gac gat gcg agg cag cgc cgc gtc ggt etc acg ctg gcc gcg gtc ate 96 
Asp Asp Ala Arg Gin Arg Arg Val Gly Leu Thr Leu Ala Ala Val lie 
20 25 30 

ate gcc gcc tgg ctg gtg ctg cat gtc ggt ctg atg ttc ttc tgg ccg 144 
lie Ala Ala Trp Leu Val Leu His Val Gly Leu Met Phe Phe Trp Pro 
35 40 45 

ctg acc ctt cac age ctg ctg ccg get ttg cct ctg gtg gtg ctg cag 192 
Leu Thr Leu His Ser Leu Leu Pro Ala Leu Pro Leu Val Val Leu Gin 
50 55 60 

acc tgg etc tat gta ggc ctg ttc ate ate gcg cat gac tgc atg cac 240 
Thr Trp Leu Tyr Val Gly Leu Phe He He Ala His Asp Cys Met His 
65 70 75 80 

ggc teg ctg gtg ccg ttc aag ccg cag gtc aac cgc cgt ate gga cag 288 
Gly Ser Leu Val Pro Phe Lys Pro Gin Val Asn Arg Arg He Gly Gin 
85 90 95 

etc tgc ctg ttc etc tat gcc ggg ttc tec ttc gac get etc aat gtc 336 
Leu Cys Leu Phe Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Phe Asp Ala Leu Asn Val 
100 105 110 

gag cac cac aag cat cac cgc cat ccc ggc acg gcc gag gat ccc gat 384 
Glu His His Lys His His Arg His Pro Gly Thr Ala Glu Asp Pro Asp 
115 120 125 

ttc gac gag gtg ccg ccg cac ggc ttc tgg cac tgg ttc gcc age ttt 432 
Phe Asp Glu Val Pro Pro His Gly Phe Trp His Trp Phe Ala Ser Phe 
130 135 140 

ttc ctg cac tat ttc ggc tgg aag cag gtc gcg ate ate gca gcc gtc 480 
Phe Leu His Tyr Phe Gly Trp Lys Gin Val Ala He He Ala Ala Val 
145 150 155 160 



teg ctg gtt tat cag etc gtc ttc gcc gtt ccc ttg cag aac ate ctg 
Ser Leu Val Tyr Gin Leu Val Phe Ala Val Pro Leu Gin Asn He Leu 



528 
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165 170 175 

ctg ttc tgg gcg ctg ccc ggg ctg ctg teg gcg ctg cag ctg ttc acc 576 
Leu Phe Trp Ala Leu Pro Gly Leu Leu Ser Ala Leu Gin Leu Phe Thr 
180 185 190 

ttc ggc acc tat ctg ccg cac aag ccg gec acg cag ccc ttc gec gat 624 
Plie Gly Thr Tyr Leu Pro His Lys Pro Ala Thr Gin Pro Phe Ala Asp 
195 200 205 

cgc cac aac gcg egg acg age gaa ttt ccc gcg tgg ctg teg ctg ctg 672 
Arg His Asn Ala Arg Thr Ser Glu Phe Pro Ala Trp Leu Ser Leu Leu 
210 215 220 

acc tgc ttc cac ttc ggc ttt cat cac gag cat cat ctg cat ccc gat 720 
Thr Cys Phe His Phe Gly Phe His His Glu His His Leu His Pro Asp 
225 230 235 240 

gcg ccg tgg tgg egg ctg ccg gag ate aag egg egg gee ctg gaa agg 768 
Ala Pro Trp Trp Arg Leu Pro Glu lie Lys Arg Arg .Ala Leu Glu Arg 
245 250 255 

cgt gac ta 776 
Arg Asp 



<210> 14 
<211> 258 
<212> PRT 

<213> Bradyrhizobium sp. 
<400> 14 

Met His Ala Ala Thr Ala Lys Ala Thr Glu Phe Gly Ala Ser Arg Arg 
15 10 15 



Asp Asp Ala Arg Gin Arg Arg Val Gly Leu Thr Leu Ala Ala Val He 
20 25 30 



He Ala Ala Trp Leu Val Leu His Val Gly Leu Met Phe Phe Trp Pro 
35 40 45 



Leu Thr Leu His Ser Leu Leu Pro Ala Leu Pro Leu Val Val Leu Gin 
50 55 60 



Thr Trp Leu Tyr Val Gly Leu Phe He He Ala His Asp Cys Met His 
65 70 75 80 



Gly Ser Leu Val Pro Phe Lys Pro Gin Val Asn Arg Arg He Gly Gin 
85 90 95 
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Leu Cys Leu Phe Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Phe Asp Ala Leu Asn Val 
100 105 110 



Glu His His Lys His His Arg His Pro Gly Thr Ala Glu Asp Pro Asp 
115 120 125 



Phe Asp Glu Val Pro Pro His Gly Phe Trp His Trp Phe Ala Ser Phe 
130 135 140 



Phe Leu His Tyr Phe Gly Trp Lys Gin Val Ala lie lie Ala Ala Val 
145 150 155 160 



Ser Leu Val Tyr Gin Leu Val Phe Ala Val Pro Leu Gin Asn lie Leu 
165 170 175 



Leu Phe Trp Ala Leu Pro Gly Leu Leu Ser Ala Leu Gin Leu Phe Thr 
180 185 190 



Phe Gly Thr Tyr Leu Pro . His Lys Pro Ala Thr Gin Pro Phe Ala Asp 
195 200 205 



Arg His Asn Ala Arg Thr Ser Glu Phe Pro Ala Trp Leu Ser Leu Leu 
210 215 220 



Thr Cys Phe His Phe Gly Phe His His Glu His His Leu His Pro Asp 
225 230 235 240 



Ala Pro Trp Trp Arg Leu Pro Glu lie Lys Arg Arg Ala Leu Glu Arg 
245 250 255 



Arg Asp 



<210> 


15 


<211> 


777 


<212> 


DNA 


<213> 


Nostoc sp. 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) (777) 


<223> 





<400> 




atg gtt cag tgt caa cca tea tct ctg 
Met Val Gin Cys Gin Pro Ser Ser Leu 
1 5 
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cat tea gaa aaa ctg gtg tta 48 
His Ser Glu Lys Leu Val Leu 
10 15 



ttg tea teg aca ate aga gat gat aaa aat att aat aag ggt ata ttt 96 
Leu Ser Ser Thr lie Arg Asp Asp Lys Asn lie Asn Lys Gly lie Phe 
20 25 30 

att gee tgc ttt ate tta ttt tta tgg gca att agt tta ate tta tta 144 
lie Ala Cys Phe lie Leu Phe Leu Trp Ala lie Ser Leu lie Leu Leu 
35 40 45 

etc tea ata gat aca tec ata att cat aag age tta tta ggt ata gee 192 
Leu Ser lie Asp Thr Ser He He His Lys Ser Leu Leu Gly lie Ala 
50 55 60 

atg ctt tgg cag acc ttc tta tat aca ggt tta ttt att act get cat 240 
Met Leu Trp Gin Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ala His 
65 70 75 80 

gat gee atg cac ggc gta gtt tat ccc aaa aat ccc aga ata aat aat 288 
Asp Ala Met His Gly Val Val Tyr Pro Lys Asn Pro Arg He Asn Asn 
85 90 95 

ttt ata ggt aag etc act eta ate ttg tat gga eta etc cct tat aaa 336 
Phe He Gly Lys Leu Thr Leu He Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Lys 
100 105 110 

gat tta ttg aaa aaa cat tgg tta cac cac gga cat. cct ggt act gat 384 
Asp Leu Leu Lys Lys His Trp Leu His His Gly His Pro Gly Thr Asp 
115 120 125 

tta gac cct gat tat tac aat ggt cat ccc caa aac ttc ttt ctt tgg 432 
Leu Asp Pro Asp Tyr Tyr Asn Gly His Pro Gin Asn Phe Phe Leu Trp 
130 135 140 

tat eta cat ttt atg aag tct tat tgg cga tgg acg caa att ttc gga 480 
Tyr Leu His Phe Met Lys Ser Tyr Trp Arg Trp Thr Gin He Phe Gly 
145 150 155 160 

tta gtg atg att ttt cat gga ctt aaa aat ctg gtg cat ata cca gaa 528 
Leu Val Met He Phe His Gly Leu Lys Asn Leu Val His He Pro Glu 
165 170 175 

aat aat tta att ata ttt tgg atg ata cct tct att tta agt tea gta 576 
Asn Asn Leu He He Phe Trp Met He Pro Ser He Leu Ser Ser Val 
180 185 190 

caa eta ttt tat ttt ggt aca ttt ttg cct cat aaa aag eta gaa ggt 624 
Gin Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Lys Lys Leu Glu Gly 
195 200 205 

ggt tat act aac ccc cat tgt gcg cgc agt ate cca tta cct ctt ttt 672 
Gly Tyr Thr Asn Pro His Cys Ala Arg Ser He Pro Leu Pro Leu Phe 
210 215 220 



tgg tct ttt gtt act tgt tat cac ttc ggc tac cac aag gaa cat cac 



720 
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Trp Ser Phe Val Thr Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Lys Glu His His 
225 230 235 240 

gaa tac cct caa ctt cct tgg tgg aaa tta cct gaa get cac aaa ata 768 
Glu Tyr Pro Gin Leu Pro Trp Trp Lys Leu Pro Glu Ala His Lys He 
245 250 255 

tct tta taa 777 
Ser Leu 



<210> 16 

<211> 258 

<212> PRT 

<213> Nostoc sp. 

<400> 16 

Met Val Gin Cys Gin Pro Ser Ser Leu His Ser Glu Lys Leu Val Leu 
1 5 10 "15 



Leu Ser Ser Thr He Arg Asp Asp Lys Asn He Asn Lys Gly He Phe 
20 25 30 

He Ala Cys Phe He Leu Phe Leu Trp Ala He Ser Leu He Leu Leu 
35 40 45 

Leu Ser He Asp Thr Ser He He His Lys Ser Leu Leu Gly He Ala 
50 55 60 



Met Leu Trp Gin Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ala His 
65 70 75 80 



Ala Met His Gly Val Val Tyr Pro Lys Asn Pro Arg He Asn Asn 
85 90 95 



Phe He Gly Lys Leu Thr Leu He Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Lys 
100 105 110 



Asp Leu Leu Lys Lys His Trp Leu His His Gly His Pro Gly Thr Asp 
115 120 125 



Leu Asp Pro Asp Tyr Tyr Asn Gly His Pro Gin Asn Phe Phe Leu Trp 
130 135 140 



Tyr Leu His Phe Met Lys Ser Tyr Trp Arg Trp Thr Gin He Phe Gly 
145 150 155 160 



27 



Leu Val Met He Phe His Gly Leu Lys Asn Leu Val His He Pro Glu 
165 170 175 



Asn Asn Leu lie He Phe Trp Met He Pro Ser He Leu Ser Ser Val 
180 185 190 



Gin Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Lys Lys Leu Glu Gly 
195 200 205 



Gly Tyr Thr Asn Pro His Cys Ala Arg Ser He Pro Leu Pro Leu Phe 
210 215 220 



Trp Ser Phe Val Thr Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Lys Glu His His 
225 230 235 240 



Glu Tyr Pro Gin Leu Pro Trp Trp Lys Leu Pro Glu Ala His Lys He 
245 250 255 



Ser Leu 



<210> 17 

<211> 1608 

<212> DNA 

<213> Haematococcus pluvialis 
<220> 

<221> CDS 

<222> (3) . . (971) 

<223> 



<400> 17 

ct aca ttt cac aag ccc gtg age ggt gca age get ctg ccc cac ate 

Thr Phe His Lys Pro Val Ser Gly Ala Ser Ala Leu Pro His He 

15 10 15 

ggc cca cct cct cat etc cat egg tea ttt get get ace acg atg ctg 
Gly Pro Pro Pro His Leu His Arg Ser Phe Ala Ala Thr Thr Met Leu 
20 25 30 

teg aag ctg cag tea ate age gtc aag gee cgc cgc gtt gaa eta gee 
Ser Lys Leu Gin Ser He Ser Val Lys Ala Arg Arg Val Glu Leu Ala 
35 40 45 

cgc gac ate acg egg ccc aaa gtc tgc ctg cat get cag egg tgc teg 
Arg Asp He Thr Arg Pro Lys Val Cys Leu His Ala Gin Arg Cys Ser 
50 55 60 
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tta gtt egg ctg cga gtg gca gca cca cag aca gag gag gcg ctg gga 239 
Leu Val Arg Leu Arg Val Ala Ala Pro Gin Thr Glu Glu Ala Leu Gly 
65 70 75 

acc gtg cag get gec ggc gcg ggc gat gag cac age gee gat gta gca 287 
Thr Val Gin Ala Ala Gly Ala Gly Asp Glu His Ser Ala Asp Val Ala 
80 85 90 95 

etc cag cag ctt gac egg get ate gca gag cgt cgt gee egg cgc aaa 335 
Leu Gin Gin Leu Asp Arg Ala He Ala Glu Arg Arg Ala Arg Arg Lys 
100 105 110 

egg gag cag ctg tea tac cag get gee gee att gca gca tea att ggc 383 
Arg Glu Gin Leu Ser Tyr Gin Ala Ala Ala He Ala Ala Ser He Gly 
115 120 125 

gtg tea ggc att gee ate ttc gee. acc tac ctg aga ttt gee atg cac 431 
Val Ser Gly He Ala He Phe Ala Thr Tyr Leu Arg Phe Ala Met His 
130 135 140 

atg acc gtg ggc ggc gca gtg cca tgg ggt gaa gtg get ggc act etc 479 
Met Thr Val Gly Gly Ala Val Pro Trp Gly Glu Val Ala Gly Thr Leu 
145 150 155 

etc ttg gtg gtt ggt ggc gcg etc ggc atg gag atg tat gee cgc tat 527 
Leu Leu Val Val Gly Gly Ala Leu Gly Met Glu Met Tyr Ala Arg Tyr 
160 165 170 175 

gca cac aaa gee ate tgg cat gag teg cct ctg ggc tgg ctg ctg cac 575 
Ala His Lys Ala He Trp His Glu Ser Pro Leu Gly Trp Leu Leu His 
180 185 190 

aag age cac cac aca cct cgc act gga ccc ttt gaa gee aac gac ttg 623 
Lys Ser His His Thr Pro Arg Thr Gly Pro Phe Glu Ala Asn Asp Leu 
195 200 205 

ttt gca ate ate aat gga ctg ccc gee atg etc ctg tgt acc ttt ggc 671 
Phe Ala He He Asn Gly Leu Pro Ala Met Leu Leu Cys Thr Phe Gly 
210 215 220 

ttc tgg ctg ccc aac gtc ctg ggg gcg gee tgc ttt gga gcg ggg ctg 719 
Phe Trp Leu Pro Asn Val Leu Gly Ala Ala Cys Phe Gly Ala Gly Leu 
225 230 235 

ggc ate acg eta tac ggc atg gca tat atg ttt gta cac gat ggc ctg 767 
Gly He Thr Leu Tyr Gly Met Ala Tyr Met Phe Val His Asp Gly Leu 
240 245 250 255 

gtg cac agg cgc ttt ccc acc ggg ccc ate get ggc ctg ccc tac atg 815 
Val His Arg Arg Phe Pro Thr Gly Pro He Ala Gly Leu Pro Tyr Met 
260 265 270 

aag cgc ctg aca gtg gee cac cag eta cac cac age ggc aag tac ggt 863 
Lys Arg Leu Thr Val Ala His Gin Leu His His Ser Gly Lys Tyr Gly 
275 280 285 




29 

ggc gcg ccc tgg ggt atg ttc ttg ggt cca cag gag ctg cag cac att 911 
Gly Ala Pro Trp Gly Met Phe Leu Gly Pro Gin Glu Leu Gin His lie 
290 295 300 

cca ggt gcg gcg gag gag gtg gag cga ctg gtc ctg gaa ctg gac tgg 959 
Pro Gly Ala Ala Glu Glu Val Glu Arg Leu Val Leu Glu Leu Asp Trp 
305 310 315 

tec aag egg tag ggtgcggaac caggcacgct ggtttcacac ctcatgcctg 1011 




Ser Lys Arg 

320 . 










tgataaggtg 


tggctagagc 


gaugegegtg 


agaegggtat 


gtcaeggteg actggtctga 


1071 


tggccaatgg 


catcggccat 


gecuggtcat 


caegggctgg 


ttgcctgggt gaaggtgatg 


1131 


cacatcatca 


tgtgcggttg 


gaggggctgg 


cacagtgtgg 


gctgaactgg agcagttgtc 


1191 


caggctggcg 


ttgaatcagt 


gagggtttgt 


gattggcggt 


tgtgaagcaa tgactccgcc 


1251 


catattctat 


ttgtgggagc 


tgagatgatg 


geatgettgg 


gatgtgcatg gatcatggta 


1311 


gtgcagcaaa 


ctatattcac 


ctagggctgt 


tggtaggatc 


aggtgaggee ttgcacattg 


1371 


catgatgtac 


tcgtcatggt 


gtgttggtga 


gaggatggat 


gtggatggat gtgtattctc 


1431 


agaegtagae 


cttgactgga 


ggcttgatcg 


agagagtggg 


cegtattett tgagagggga 


1491 


ggctcgtgcc 


agaaatggtg 


agtggatgac 


tgtgacgctg 


tacattgeag gcaggtgaga 


1551 


tgcactgtct 


cgattgtaaa 


atacattcag 


atgcaaaaaa 


aaaaaaaaaa aaaaaaa. 


1608 




<210> 18 

<211> 322 

<212> PRT 

<213> Haematococcus pluvialis 



<400> 18 



Thr Phe His Lys Pro Val Ser Gly Ala Ser Ala Leu Pro His He Gly 
15 10 15 



Pro Pro Pro His Leu His Arg Ser Plie Ala Ala Thr Thr Met Leu Ser 
20 25 30 



Lys Leu Gin Ser He Ser Val Lys Ala Arg Arg Val Glu Leu Ala Arg 
35 40 45 



Asp He Thr Arg Pro Lys Val Cys Leu His Ala Gin Arg Cys Ser Leu 
50 55 60 



Val Arg Leu Arg Val Ala Ala Pro Gin Thr Glu 



Glu Ala Leu Gly Thr 



65 



70 



30 

75 



JTJT OJOO^J JJJS 



80 




Val Gin Ala Ala Gly Ala Gly Asp Glu His Ser Ala Asp Val Ala Leu 
85 90 95 



Gin Gin Leu Asp Arg Ala lie Ala Glu Arg Arg Ala Arg Arg Lys Arg 
100 105 110 



Glu Gin Leu Ser Tyr Gin Ala Ala Ala He Ala Ala Ser He Gly Val 
115 120 125 



Ser Gly He Ala He Phe Ala Thr Tyr Leu Arg Phe Ala Met His Met 
130 135 140 



Thr Val Gly Gly Ala Val Pro Trp Gly Glu Val Ala Gly Thr Leu Leu 
145 150 155 160 



Leu Val Val Gly Gly Ala Leu Gly Met Glu Met Tyr Ala Arg Tyr Ala 
165 170 175 



His Lys Ala He Trp His Glu Ser Pro Leu Gly Trp Leu Leu His Lys 
180 185 190 



Ser His His Thr Pro Arg Thr Gly Pro Phe Glu Ala Asn Asp Leu Phe 
195 200 205 



Ala He He Asn Gly Leu Pro Ala Met Leu Leu Cys Thr Phe Gly Phe 
210 • 215 220 



rp Leu Pro Asn Val Leu Gly Ala Ala Cys Phe Gly Ala Gly Leu Gly 
225 230 235 240 



He Thr Leu Tyr Gly Met Ala Tyr Met Phe Val His Asp Gly Leu Val 
245 250 255 



His Arg Arg Phe Pro Thr Gly Pro He Ala Gly Leu Pro Tyr Met Lys 
260 265 270 



Arg Leu Thr Val Ala His Gin Leu His His Ser Gly Lys Tyr Gly Gly 
275 280 285 



Ala Pro Trp Gly Met Phe Leu Gly Pro Gin Glu Leu Gin His He Pro 
290 295 300 




31 



Gly Ala Ala Glu Glu Val Glu Arg Leu Val Leu Glu Leu Asp Trp Ser 
305 310 315 320 



Lys Arg 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



19 

1503 . 

DNA 

Tomate 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 




CDS 
(1). 



(1503) 



<400> 19 

atg gat act ttg ttg aaa acc cca aat aac ctt gaa ttt ctg aac cca 

Met Asp Thr Leu Leu Lys Thr Pro Asn Asn Leu Glu Plie Leu Asn Pro 

15 10 15 

cat cat ggt ttt get gtt aaa get agt acc ttt aga tct gag aag cat 

His His Gly Phe Ala Val Lys Ala Ser Thr Phe Arg Ser Glu Lys His 

20 25 .30 



48 



96 



cat aat ttt ggt tct agg aag ttt tgt gaa act ttg ggt aga agt gtt 
His Asn Phe Gly Ser Arg Lys Phe Cys Glu Thr Leu Gly Arg Ser Val 
35 40 45 



144 



tgt gtt aag ggt agt agt agt get ctt tta gag ctt gta cct gag acc 
Cys Val Lys Gly Ser Ser Ser Ala Leu Leu Glu Leu Val Pro Glu Thr 
50 55 60 



192 




aaa aag gag aat ctt gat ttt gag ctt cct atg tat gac cct tea aaa 240 
(Lys Lys Glu Asn Leu Asp Phe Glu Leu Pro Met Tyr Asp Pro Ser Lys 
65 70 75 80 

ggg gtt gtt gtg gat ctt get gtg gtt ggt ggt ggc cct gca gga ctt 288 
Gly Val Val Val Asp Leu Ala Val Val Gly Gly Gly Pro Ala Gly Leu 
85 90 95 



get gtt gca cag caa gtt tct gaa gca gga etc tct gtt tgt tea att 336 
Ala Val Ala Gin Gin Val Ser Glu Ala Gly Leu Ser Val Cys Ser He 
100 105 110 

gat ccg aat cct aaa ttg ata tgg cct aat aac tat ggt gtt tgg gtg 384 
Asp Pro Asn Pro Lys Leu He Trp Pro Asn Asn Tyr Gly Val Trp Val 
115 120 125 



gat 
Asp 



gaa 
Glu 
130 



ttt gag get atg gac ttg tta gat tgt eta gat get acc tgg 
Phe Glu Ala Met Asp Leu Leu Asp Cys Leu Asp Ala Thr Trp 
135 140 



432 
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tct ggt gca gca gtg tac att gat gat aat acg get aaa gat ctt cat 480 
Ser Gly Ala Ala Val Tyr lie Asp Asp Asn Thr Ala Lys Asp Leu His 
145 150 155 160 

aga cct tat gga agg gtt aac egg aaa cag ctg aaa teg aaa atg atg 528 
Arg Pro Tyr Gly Arg Val Asn Arg Lys Gin Leu Lys Ser Lys Met Met 
165 170 175 

cag aaa tgt ata atg aat ggt gtt aaa ttc cac caa gec aaa gtt ata 576 
Gin Lys Cys He Met Asn Gly Val Lys Phe His Gin Ala Lys Val He 
180 185 190 

aag gtg att cat gag gaa teg aaa tec atg ttg ata tgc aat gat ggt 624 
Lys Val He His Glu Glu Ser Lys Ser Met Leu He Cys Asn Asp Gly 
195 200 205 

att act att cag gca acg gtg gtg etc gat gca act ggc ttc tct aga 672 
He Thr He Gin Ala Thr Val Val Leu Asp Ala Thr Gly Phe Ser Arg 
210 215 . 220 

tct ctt gtt cag tat gat aag cct tat aac ccc ggg tat caa gtt get 720 
Ser Leu Val Gin Tyr Asp Lys Pro Tyr Asn Pro Gly Tyr Gin Val Ala 
225 230 235 240 

tat ggc att ttg get gaa gtg gaa gag cac ccc ttt gat gta aac aag 768 
Tyr Gly He Leu Ala Glu Val Glu Glu His Pro Phe Asp Val Asn Lys 
245 250 255 

atg gtt ttc atg gat tgg cga gat tct cat ttg aag aac aat act gat 816 
Met Val Phe Met Asp Trp Arg Asp Ser His Leu Lys Asn Asn Thr Asp 
260 265 270 

etc aag gag aga aat agt aga ata cca act ttt ctt tat gca atg cca . 864 
Leu Lys Glu Arg Asn Ser Arg He Pro *ttir Phe Leu Tyr Ala Met Pro 
275 280 285 

ttt tea tec aac agg ata ttt ctt gaa gaa aca tea etc gta get cgt 912 
Phe Ser Ser Ash Arg He Phe Leu Glu Glu Thr Ser Leu Val Ala Arg 
290 295 300 

cct ggc ttg cgt ata gat gat att caa gaa cga atg gtg get cgt tta 960 
Pro Gly Leu Arg He Asp Asp He Gin Glu Arg Met Val Ala Arg Leu 
305 310 315 320 

aac cat ttg ggg ata aaa gtg aag age att gaa gaa gat gaa cat tgt 1008 
Asn His Leu Gly He Lys Val Lys Ser He Glu Glu Asp Glu His Cys 
325 330 335 

eta ata cca atg ggt ggt cca ctt cca gta tta cct cag aga gtc gtt 1056 
Leu He Pro Met Gly Gly Pro Leu Pro Val Leu Pro Gin Arg Val Val 
340 345 350 



gga ate ggt ggt aca get ggc atg gtt cat cca tec acc ggt tat atg 1104 
Gly lie. Gly Gly Thr Ala Gly Met Val His Pro Ser Thr Gly Tyr Met 
355 360 365 
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gtg gca agg aca eta get gcg get cct gtt gtt gec aat gee ata att 1152 
Val Ala Arg Thr Leu Ala Ala Ala Pro Val Val Ala Asn Ala lie He 
370 ^ 375 380 

caa tac etc ggt tct gaa aga agt cat teg ggt aat gaa tta tec aca 1200 
Gin Tyr Leu Gly Ser Glu Arg Ser His Ser Gly Asn Glu Leu Ser Thr 
385 390 395 400 

get gtt tgg aaa gat ttg tgg cct ata gag agg aga cgt caa aga gag 1248 
Ala Val Trp Lys Asp Leu Trp Pro He Glu Arg Arg Arg Gin Arg Glu 
405 410 415 

ttc ttc tgc ttc ggt atg gat att ctt ctg aag ctt gat tta cct get 1296 
Phe Phe Cys Phe Gly Met Asp He Leu Leu Lys Leu Asp Leu Pro Ala 
420 425 430 

aca aga agg ttc ttt gat gca ttc ttt gac tta gaa cct cgt tat tgg 1344 
Thr Arg Arg Phe Phe Asp Ala Phe Phe Asp Leu Glu Pro Arg Tyr Trp 
435 440 445 

cat ggc ttc tta teg tct cga ttg ttt eta cct gaa etc ata gtt ttt 1392 
His Gly Phe Leu Ser Ser Arg Leu Phe Leu Pro Glu Leu He Val Phe 
450 455 460 

ggg ctg tct eta ttc tct cat get tea aat act tct aga ttt gag ata 1440 
Gly Leu Ser Leu Phe Ser His Ala Ser Asn Thr Ser Arg Phe Glu He 
465 470 475 480 

atg aca aag gga act gtt cca tta gta aat atg ate aac aat ttg tta 1488 
Met Thr Lys Gly Thr Val Pro Leu Val Asn Met He Asn Asn Leu Leu 
485 490 495 

cag gat aaa gaa tga 1503 
Gin Asp Lys Glu 
500 



<210> 20 

•<211> 500 

<212> PRT 

<213> Tomate 

<400> 20 

Met Asp Thr Leu Leu Lys Thr Pro Asn Asn Leu Glu Phe Leu Asn Pro 
15 10 15 



His His Gly Phe Ala Val Lys Ala Ser Thr Phe Arg Ser Glu Lys His 
20 25 30 

His Asn Phe Gly Ser Arg Lys Phe Cys Glu Thr Leu Gly Arg Ser Val 
35 40 45 

Cys Val Lys Gly Ser Ser Ser Ala Leu Leu Glu Leu Val Pro Glu Thr 
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Lys Lys Glu Asn Leu Asp Phe Glu Leu Pro Met Tyr Asp Pro Ser Lys 
65 70 75 80 



Gly Val Val Val Asp Leu Ala Val Val Gly Gly Gly Pro Ala Gly Leu 
85 90 95 



Ala Val Ala Gin Gin Val Ser Glu Ala Gly Leu Ser Val Cys Ser lie 
100 105 110 



Asp Pro Asn Pro Lys Leu lie Trp Pro Asn Asn Tyr Gly Val Trp Val 
115 120 125 



Asp Glu Phe Glu Ala Met Asp Leu Leu Asp Cys Leu Asp Ala Thr Trp 
• 130 135 140 



Ser Gly Ala Ala Val Tyr lie Asp Asp Asn Thr Ala Lys Asp Leu His 
145 150 155 160 



Arg Pro Tyr Gly Arg Val Asn Arg Lys Gin Leu Lys Ser Lys Met Met 
165 170 175 



Gin Lys Cys He Met Asn Gly Val Lys Phe His Gin Ala Lys Val He 
180 185 190 



Lys Val He His Glu Glu Ser Lys Ser Met Leu He Cys Asn Asp Gly 
195 200 205 



le Thr He Gin Ala Thr Val Val Leu Asp Ala Thr Gly Phe Ser Arg 
210 215 220 



Ser Leu Val Gin Tyr Asp Lys Pro Tyr Asn Pro Gly Tyr Gin Val Ala 
225 230 235 240 



Tyr Gly He Leu Ala Glu Val Glu Glu His Pro Phe Asp Val Asn Lys 
245 250 255 



Met Val Phe Met Asp Trp Arg Asp Ser His Leu Lys Asn Asn Thr Asp 
260 265 270 



Leu Lys Glu Arg Asn Ser Arg He Pro Thr Phe Leu Tyr Ala Met Pro 
275 280 285 
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Phe Ser Ser Asn Arg lie Phe Leu Glu Glu Thr Ser Leu Val Ala Arg 
290 295 300 

Pro Gly Leu Arg He Asp Asp He Gin Glu Arg Met Val Ala Arg Leu 
305 310 315 320 



Asn His Leu Gly He Lys Val Lys Ser He Glu Glu Asp Glu His Cys 
325 330 335 



Leu He Pro Met Gly Gly Pro Leu Pro Val Leu Pro Gin Arg Val Val 
340 345 350 




Gly He Gly Gly Thr Ala Gly Met Val His Pro Ser Thr Gly Tyr Met 
355 360 365 



Val Ala Arg Thr Leu Ala Ala Ala Pro Val Val Ala Asn Ala He He 
370 375 380 



Gin Tyr Leu Gly Ser Glu Arg Ser His Ser Gly Asn Glu Leu Ser Thr 
385 390 395 400 

Ala Val Trp Lys Asp Leu Trp Pro He Glu Arg Arg Arg Gin Arg Glu 
405 410 415 



Phe Phe Cys Phe Gly Met Asp He Leu Leu Lys Leu Asp Leu Pro Ala 
420 425 430 



Thr Arg Arg Phe Phe Asp Ala Phe Phe Asp Leu Glu Pro Arg Tyr Trp 
•435 440 445 



His Gly Phe Leu Ser Ser Arg Leu Phe Leu Pro Glu Leu He Val Phe 
450 455 460 

Gly Leu Ser Leu Phe Ser His Ala Ser Asn Thr Ser Arg Phe Glu He 
465 470 475 480 

Met Thr Lys Gly Thr Val Pro Leu Val Asn Met He Asn Asn Leu Leu 
485 490 495 



Gin Asp Lys Glu 
500 
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